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RESUMEN

La vacunacion contra sarampion por via aerosol ha demostrado ser inmunogénica y
no reactogénica como refuerzo en nifios escolares y como inmunizacion primaria en nifios
de 12 meses de edad, sin embargo en estudios previos en nifios de 9 meses la respuesta
inmune ha sido menor por la via aerosol que por la via subcutanea, probablemente debido
a que es necesaria una dosis mayor. En este estudio se incrementd el tiempo de
exposicion a la vacuna de sarampidn en aerosol respecto a estudios previos en nifios de 9
meses de edad.

Objetivo: Comparar la respuesta inmune humoral y celular en nifilos de 9 meses de
edad que reciben la vacuna de sarampion por via aerosol cuando se incrementa el tiempo
de exposicion al aerosol de 30 segundos a 2.5 minutos.

Material y Métodos: Se incluyeron 113 nifios sanos de 9 meses de edad (53
femeninas, 60 masculinos) que acuden a la consulta externa del Servicio de Pediatria del
Hospital General de México, 58 nifios recibieron la vacuna de sarampién Edmonston
Zagreb por la via aerosol durante 2.5 minutos (A) (10 **° TCIDsy/0.5 mL) y 55 por la via
subcutanea (S)(10 *® TCIDsy/0.5 mL). Se obtuvieron muestras de sangre antes de la
vacunacion, 3 y 6 meses después. Se realizaron ensayos de inmunidad celular mediante
la técnica de timidina tritiada y se midieron las frecuencias de poblaciones celulares
mediante citometria de flujo marcando las poblaciones con anticuerpos monoclonales
asociados a CD4, CD8, CD27, CCR7, CD62L, CD45RA, y CD19, por otro lado se
colectaron los sobrenadantes de los MNSP estimulados con antigeno de sarampion al dia
5 y se midieron los niveles de IFNy por medio dgbdo de ELISA . La inmunidad
humoral se evalué por medio de la técnica de anticuerpos neutralizantes utilizando un
ensayo de neutralizacion de reduccion en placa (NRP), se considero un titulo positivo a un
resultado de NRP >1:120. Se registraron los sintomas clinicos después de la vacunacion
por 1 mes.

Resultados: El porcentaje de nifios con proliferacion de células T positiva (indice de
estimulacion, IE >3) fue de 45% y 60% en A vs. 55% y 59% en S a los 3 y 6 meses
(p=0.25 y 0.91). No hubo diferencias en la media + EE del IE entre el grupo aerosol y
subcutaneo: pre-vacunacion 1.33+0.008 en A vs 1.35 + 0.008 en S (p=0.9) ni después de
la vacunacion, 4.38+0.63 y 7.91+2.05 en A vs 5.76 + 0.87 y 6.74+1.65en S alos 3y 6
meses respectivamente (p= 0.2 y 0.66). Se observdé un aumento en la media de las
frecuencias de la poblacion de linfocitos T CD8+ de memoria (CD62L-CCR7-) en el grupo
aerosol a los 3 meses (25.48+2.95 en A vs 18.56+1.72 en S, p=0.04), se observo un
aumento de las células de memoria sin encontrar diferencias entre los grupos del resto de
las poblaciones estudiadas. La media + EE en los niveles de IFNy fueron equivalentes
en ambos grupos, (764+50, 799+59) en A vs (769450, 667+70) en S, a los 3 y 6 meses
respectivamente (p=0.94, 0.12). La seroconversion obtenida fue del 95% en A vs. 91% en
S (p=0.43). Los titulos Medios Geométricos fueron 373 (IC 95% 441-843) y 1528 (IC 95%
1470-2398) en A vs. 306 (IC 95% 367-597) y 1214 (IC 95% 1160-2193) en Salos3y 6
meses post-vacunacion (p=0.14, 0.49). Los efectos temporalmente asociados a la
vacunacion (rinitis, tos, exantema, diarrea, artralgias) fueron comparables en ambos
grupos, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre ambos.

Conclusién: Utilizando una dosis mas alta de vacuna de sarampion por via aerosol,
comparada con estudios previos, la respuesta inmune celular, humoral y los efectos
secundarios fueron equivalentes en nifios de 9 meses de edad que recibieron la vacuna
por via aerosol y subcutdnea. Una exposicion mas prolongada al aerosol incrementa la
inmunogenicidad de la vacuna de sarampion administrada por la via aerosol en nifios de 9
meses.

Palabras clave: Vacuna de sarampion en aerosol, nifios sanos, inmunidad celular,
inmunidad humoral.



ANTECEDENTES

Epidemiologia

La mortalidad global por sarampion ha disminuido en un 78% del afio 2000
al 2008, de un estimado de 733,000 en el afio 2000 a 164,000 en el afio 2008 *. A
pesar de contar con una vacuna de sarampién, el sarampion constituye el 5% de
la mortalidad global por todas las causas en nifios menores de 5 afios de edad 2.
La cobertura de vacunaciéon a nivel mundial ha mejorado de un 5% en 1977 a 81%
en 1996 y a 83% en 2008. La erradicacién del sarampion de una poblacién estable
se proyecta que requiere un 95% de cobertura con una vacuna que sea 100%
efectiva # 3. En México desde la introduccién de la vacuna de sarampién en las
Campafias Nacionales de vacunacion en 1973, la morbilidad por sarampién ha
disminuido draméaticamente de 177.4 casos por 100,000 habitantes en 1964 a 2.5
casos por 100,000 habitantes en 1975. En 1990 hubo un brote importante en
México y se instalé el régimen de 2 dosis *. De 1997 a 1999 no hubo casos de
sarampion autoéctono, en el afio 2000 se presentaron 30 casos, en 2001 se
presentaron 3 casos, en el 2003 44 casos, en el 2004 64 casos, en el 2005 6
casos, en el 2006 23 casos y en el 2009 3 casos no prevenibles por vacunacion.
Estos casos se han desarrollado en nifios menores de 12 meses y adultos
jovenes, importados de otras regiones del mundo * °. En el afio 2007, 2008 y 2010
no ha habido casos reportados de sarampién en México °.

La enfermedad causada por el virus de sarampion

El sarampion es una enfermedad exantematica causada por el virus de

sarampion, un virus de RNA, del genero Morbillivirus, de la familia



Paramyxoviridae. Es altamente contagioso, se disemina por la via respiratoria, de
una persona infectada a otra no inmune por medio de gotitas aerosolizadas de
secreciones respiratorias.

El periodo de incubacion es de 10 dias (8 a 12). Primero se presenta un
periodo prodrémico que dura de 2 a 4 dias, caracterizado por malestar general,
fiebre, coriza, faringitis, conjuntivitis y tos, éste cuadro semeja un resfriado comun.
Alrededor del dia 10 se presentan las manchas de Koplik que son caracteristicas
del sarampion, éstas consisten en manchas blanquecinas sobre un halo
eritematoso en la mucosa bucal, duran aproximadamente 7 dias.

Alrededor del dia 14, se presenta el periodo exantematico; éste consiste en
la presencia de un exantema maculo papular eritematoso confluente de
presentacion cefalocaudal. Por lo general, primero se afecta la parte posterior de
las orejas y de ahi se disemina el exantema hacia la cara, tronco, y extremidades.
Alrededor del 3* o 4° dia, el exantema se vuelve color cobrizo y empieza a
desaparecer en la misma direccion cefalocaudal, dejando una descamacion fina.
Este periodo dura alrededor de 7 dias.

Las complicaciones que pueden presentarse son: neumonia en 55% de los
casos en etapas tempranas de la enfermedad lo que sugiere neumonitis, y hasta
en 30% neumonia por sobreinfeccién bacteriana; otitis media hasta en un 5%;
laringitis y laringotraqueitis leve; alteraciones electrocardiograficas hasta en un
19% con miocarditis y pericarditis ocasional; encefalitis en 0.73 por 1000 casos
gue se presenta por lo general en el periodo exantematico y panencefalitis
esclerosante subaguda que es una enfermedad rara degenerativa debido a una

infeccion persistente del sistema nervioso central, que se presenta entre 0.6 y 2.2
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por 100,000 casos, en promedio 7 afios después de haber padecido la
enfermedad.

No existe tratamiento, pero si prevencién mediante la vacuna de sarampion
gue se administra por via subcutanea en el brazo, a la edad de 1 afio y un

refuerzo a los 6 afios de edad junto con la vacuna de rubéola y parotiditis °.

Vacuna de sarampion en aerosol

El sarampidn es altamente transmisible y puede haber brotes. La vacuna de
sarampion en aerosol puede ser Util para la vacunacién en masa, debido a que es
facil de administrar y es bien aceptada por madres y nifios ’.

Desde el desarrollo de la vacuna de sarampién durante los 60°s otras vias
de administracion se han explorado ®*?. Ademas de la vacunacion subcutanea que
ha demostrado dar una respuesta inmune humoral protectora, la vacuna de
sarampion en aerosol se ha probado en varios ensayos clinicos "*#3? (Tabla 1).

El porcentaje de seroconversién varia de estudio a estudio. Esto puede ser
explicado por diferentes condiciones: edad en el momento de la vacunacion, cepa
del virus de sarampidn utilizado en la vacuna, método para administrar el aerosol,
presencia de anticuerpos pasivos, ensayo utilizado para medir anticuerpos, etc.
En general, estos estudios sugieren que la vacuna de sarampién administrada por
via aerosol tiene varias ventajas: a) no es invasiva, b) produce una buena
respuesta seroldgica y de refuerzo, c) puede ser efectiva en nifios con anticuerpos
pasivos, d) tiene el potencial de estimular la inmunidad local y prevenir la re-
infeccion. Algunas de las desventajas son: a) el aparato que se utiliza necesita

hielo, b) Existe preocupacion acerca de la transmisién de virus respiratorios a
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través del nebulizador, c) La dosis estimada aplicada es imprecisa *2. En México,
la vacuna de sarampion en aerosol se utilizé en campafas masivas de 1988 a
1990, se vacunaron cerca de 4 millones de nifios por éste método en 13 estados ’,

sin embargo, no se ha hecho seguimiento posterior.

NO. DE % SERO
AUTOR PAIS ANO PACIENTES | EDAD CONVERSION
Okuno Japon 1960, 22/75/145 m—-4a |48 -100
61, 65

Kress EU 1961 30 5-7a 93
McCrumb |EU 1962 46 5-10a |93
Terskikh URSS 1971 3,305 1-8 a 82 -85
Sabin México 1982 48 12 -47 m|93-100
Sabin México 1983 260 4-6m 87

12-47 m |100
Sabin México 1984 143 12-24m|72-100
Whittle Gambia 1984 51 4-6 m 94
Sabin Brasil 1985 11 12 -35m| 100
Torigoe Ghana 1986 230 5m-5a |59
Fdz. de | México 1986 172 6-8 m 84
Castro
Khanum Bangladesh | 1987 340 4-6 m 35
Fdz. de | México 1987 2087 4-6m 86
Castro
Ekune Nigeria 1989 60 4-6m |86
Fdz. de | México 1990 27 8 m- 1588
Castro a
Fdz. de | México 1994 152 Escolares | 16, 58, 86
Castro
Dilraj Sudafrica |2000 992 5-14a |84
Sepulveda | México 2002 562 6 a 98.8
Amor
Wong- México 2004 114 12m 91
Chew
Wong- México 2006 99 9m 33
Chew
Bennet México 2009 143 5a 35

Tabla 1. Estudios clinicos de vacuna de sarampion administrada por via aerosol.



Los estudios reportados en 2000 y 2002 por Dilraj y Sepulveda Amor
demostraron una mayor inmunogenicidad y menor reactogenicidad en nifios
escolares al aplicar la vacuna por via aerosol comparado con la via subcutanea 2®
%8 sin embargo esta mayor respuesta fue en el caso de una vacunacién de
refuerzo en nifios escolares.

En el afio 2003 nuestro grupo en colaboracién con la Universidad de
Stanford y el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) evaluamos por primera
vez la respuesta inmune celular, ademas de la respuesta humoral a la aplicacion
de una dosis de vacuna de sarampidn en aerosol como inmunizacion primaria en
nifios de 12 meses de edad. Se encontré seroconversion en 91% del grupo
aerosol comparado con 100% del grupo subcutaneo (p=0.01), con una respuesta
celular del 72% en el grupo aerosol comparado con 87% del grupo subcutaneo
(p=0.06) *°. En este estudio se utilizé6 el mismo aparato y la misma dosis que

%8y se demostré que la vacuna

utilizaron en el estudio de Sepulveda Amor
aplicada por aerosol a una dosis estandar en nifios de 12 meses de edad producia
una buena respuesta humoral y celular aun cuando era un poco menor que la via
subcutéanea .

Posteriormente, realizamos la evaluacion de la respuesta inmune de la
vacuna de sarampion administrada por via aerosol y subcutanea en nifios de 9
meses de edad, utilizando la misma dosis estandar (aplicacion del aerosol por 30
segundos que equivalen aproximadamente a 0.1 mL de la vacuna) que se utilizd
exitosamente en estudios previos en nifios de 12 meses #° y en escolares como

refuerzo #. Observamos una seroconversién del 33% en el grupo aerosol en

contraste con 92% del grupo subcutaneo (p = 0.01), con una respuesta celular en
6



42% del grupo aerosol comparado con 67% del grupo subcutaneo (p = 0.01) **. La
baja respuesta en el grupo aerosol en nifios de 9 meses de edad puede ser
explicada por una dosis menor de la vacuna administrada por via aerosol (646
particulas virales, dosis estimada retenida) en comparacion con la subcutanea
(19,054 particulas virales). La dosis de la vacuna en aerosol que se aplicé en el
nebulizador fue 1/5 de la dosis administrada por via subcutanea (0.1 mL/dosis vs.
0.5 mL/dosis), y de este 20% se estima que solo el 20 a 25% de la dosis es
inhalada y llega a los pulmones, por lo que se administré6 una dosis 30 veces
menor que la administrada por via subcutdnea. Aun cuando la dosis administrada
por aerosol fue la misma para el grupo de 12 meses que el grupo de 9 meses, la
seroconversion fue de 90% contra 33% respectivamente; esto puede ser explicado
por el volumen corriente que es menor en nifios de 9 meses comparado con nifios
de 12 meses y por lo tanto la cantidad de vacuna que se deposita en los alvedlos
es menor o también puede ser explicada por la inmadurez en la respuesta inmune
a los 9 meses comparada con los nifios de 12 meses.

Existe muy poca informacion acerca de la dosis de vacuna de sarampion
en aerosol que se debe de administrar en nifios de 9 meses de edad para alcanzar
buenos niveles de inmunogenicidad. Se han reportado dos estudios en nifios de 9
meses con la vacuna en aerosol con la cepa Edmonston-Zagreb en donde la
potencia de la vacuna fue de 10 *°y 10 >? TCID 5o con seroconversién de 100% y

84.7% respectivamente 7 % %

, mientras que la potencia de la vacuna que se
utilizé en el Gltimo estudio de 9 meses con seroconversién de 33% fue de 10 *?8

TCIDso 3L



Para poder optimizar la inmunizacion en nifilos menores de 12 meses
mediante la técnica de aerosol, debemos incrementar la dosis retenida,
incrementando la potencia de la vacuna o incrementando el tiempo de exposicién

al aerosol.

Respuesta inmune celular a la vacunacién contra sarampion

La inmunidad celular ha sido estudiada en respuesta a la vacuna de sarampion

33-36

administrada por via subcutanea Algunos estudios sugieren que las

respuestas celulares pueden durar mas que las respuestas de anticuerpos en

algunos nifios vacunados 4.

El papel exacto de la inmunidad celular en la
proteccién a largo plazo no se conoce. Existe poca informacion acerca de la
inmunidad celular después de la administracion de la vacuna de sarampién en
aerosol. Se han reportado 72% y 42% de respuestas celulares en nifilos de 12y 9

meses de edad que reciben la vacuna de sarampion en aerosol ** 3

, con dosis
bajas de vacuna. La capacidad de la vacuna de sarampién en aerosol para
producir una respuesta humoral en nifios se ha probado, pero se sugiere que la
respuesta humoral es limitada en nilos menores de 9 meses (80-85% de
seroconversion vs. 90 — 100% en nifios mayores) cuando se aplica la vacuna por
via subcutanea *’. Se ha demostrado que la respuesta humoral en nifios de 6
meses de edad a la vacuna de sarampion administrada por via subcutanea
también es limitada, mientras que la inmunidad celular es equivalente a la de nifios

mayores ** *°. No se sabe si la limitacién en la respuesta inmune humoral es

debida a la ruta de administracién o a inmadurez del sistema inmune.



Los linfocitos T CD8+ tienen un papel importante en la respuesta de memoria
contra los virus y los T CD4+ también son importantes para la activacion de los
TCD8+ de memoria. Se sabe que hay poblaciones de linfocitos T de memoria
CD4+ y CD8+ en tejidos no linfoides como el parénquima pulmonar, intestino,
rifiones, higado, tejido adiposo y cerebro. Estas células T CD4+ y CD8+ de
memoria persisten en un estado activado y en el 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
6rganos linfoides secundarios *. Se ha postulado que el mantenimiento de la
poblacion de linfocitos T CD8+ de memoria depende de las interleucinas 7 y 15, y
de los precursores CD8aa *°. Se describen 3 etapas en el desarrollo de linfocitos
T de memoria. Primero, la expansion 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 eliminacion 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 quimiocinas CCR7 ya que éste se encuentra expresado en menor
proporcién en el caso de TCD8 de memoria en comparacion con CCR7 alto en
caso de células efectoras *°. EI marcador CD62L favorece la adhesién de linfocitos
en o6rganos linfoides secundarios; fenotipicamente las células T de memoria

central expresan niveles altos de CD62L en su superficie y las células T de



memoria efectoras expresan niveles bajos de esta selectina. 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 lo
menos 2 grupos de células T de memoria, las células T de memoria central (Tcw;
CD62L @° CCR7") y las células de memoria efectora (Tem; CD62L *¥° CCR7) que

41 La molécula co-

migran a tejidos linfoides y no linfoides respectivamente
estimuladora CD27 en los linfocitos T CD4+ y T CD8+ se ha asociado a
generacion de células de memoria *%. Los linfocitos B tienen el marcador CD19 en
su superficie, que junto con CD27 se describen como linfocitos B de memoria *3.
Estos marcadores permiten medir una poblacién de linfocitos de memoria

generados en respuesta a un antigeno especifico, en éste caso la vacuna de

sarampion en aerosol.

En este estudio evaluamos la respuesta inmune celular y humoral al aplicar la
vacuna de sarampion por la via aerosol en una dosis mayor respecto a estudios
previos comparada con la via subcutanea en nifilos de 9 meses de edad. Se
compararon la respuesta inmune celular y humoral en nifios que recibieron en
forma aleatoria la vacuna de sarampién Edmonston Zagreb por via aerosol o
subcutanea. Se midid la respuesta inmune celular mediante la técnica de timidina
tritada en la cual solo se observa linfoproliferacion, ademas se midié la
proliferacion especifica con marcadores de superficie unidos a anticuerpos
monoclonales para detectar el tipo de células que estan proliferando
especificamente contra el antigeno de sarampion, después de la vacunacion y se

compararon las respuestas entre las dos vias.

10



Vacuna de sarampion en aerosol y anticuerpos pasivos maternos

La razon principal por la cual los nifios presentan fallas para responder a la
vacuna de sarampion, especialmente en niflos menores de 12 meses, es la

presencia de anticuerpos pasivos maternos > 4448,

La vacuna administrada por
via aerosol entra al organismo por la ruta natural, y del tracto respiratorio se dirige
directamente a los nédulos linfaticos donde la respuesta inmune se lleva a cabo.
Los inmunoblastos sensibilizados por el antigeno viajan a través del organismo
sembrando las superficies mucosas donde se produce IgA * *°. En teoria, hay
contacto minimo con los anticuerpos circulantes lo que evita la neutralizacion del
virus vacunal por los anticuerpos pasivos y permite una mejor respuesta humoral y
celular en comparacién con la vacunacion por via subcutanea. Hay evidencia de
gue la vacuna de sarampion administrada por via aerosol en nifios de 4 a 6 meses
de edad es inmunogénica en presencia de anticuerpos pasivos maternos " & 2%
21 En este estudio se propuso explorar como los anticuerpos pasivos afectan el
desarrollo de la respuesta inmune (sensibilizacién de células T y la produccion de
anticuerpos) con la administracion de la vacuna de sarampion en aerosol a una
edad en la que se esté desarrollando el sistema inmune. Los anticuerpos pasivos
fueron medidos en nifios de 9 meses de edad antes de la administracién de la
vacuna de sarampion EZ por via aerosol o subcutanea. Se mididé la inmunidad
celular y humoral antes y 12 semanas después de la vacunacion y se propuso

analizar las respuestas en cada grupo de acuerdo a los niveles de anticuerpos

pasivos pre vacunacion.

11



Vacunacion en aerosol y respuesta inmune local

El virus de sarampidn es transmitido por aerosol y entra a la via respiratoria.
La infeccion inicial se establece en el tracto respiratorio, de ahi se propaga a los
tejidos linfaticos locales. La amplificacion del virus en nédulos linfaticos regionales
da como resultado la aparicion de una viremia y la diseminacion del virus a través

de la sangre para infectar varios 6rganos *" *°.

La inmunidad local que contiene
principalmente IgA secretora en las secreciones seromucosas defienden las
superficies externas del cuerpo de varios microorganismos incluyendo virus *°.
Una ventaja potencial de la administracion en aerosol es la estimulacion de la

inmunidad local y la prevencién de infecciones y reinfecciones 2.

Respuesta inmune a dos dosis de vacunacién antisarampionosa

El grupo de Infectologia Pediatrica de la Universidad de Stanford, ha
sugerido que un régimen de 2 dosis de vacuna de sarampién, con la primera dosis
antes del aflo de edad y un refuerzo a los 12 a 15 meses de edad, produce una
respuesta celular y humoral mayor que una sola dosis a los 12 a 15 meses de
edad °!. Esta observacion puede ser explicada por una sensibilizacién de células T
a edad temprana, aun cuando no haya produccion o haya una produccién muy
baja de anticuerpos, y el aumento de ambas (respuesta celular y humoral) con una
22 dosis *°. Si la vacuna de sarampién en aerosol sensibiliza mejor a las células T
debido a la evasion de los anticuerpos pasivos, la respuesta celular después de
una dosis de refuerzo puede ser mayor que la respuesta con la vacuna
subcutanea. En este estudio se evalud la respuesta inmune 3 meses después de

una dosis de refuerzo con sarampion, paperas y rubéola (SRP) en nifios que
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recibieron su primera dosis de vacuna de sarampién a los 9 meses de edad por la
via aerosol. Las respuestas se compararon con aquellos nifios que recibieron su

primera vacunacion por inyecciéon subcutanea.

Inmunosupresién asociada a la vacunacion con sarampion

Se puede presentar inmunosupresién en muchas infecciones virales % >3

y
en ocasiones también se puede presentar después de la inmunizacidon con
vacunas de virus vivos ***°. La respuesta de células T puede disminuir en forma
transitoria por la vacuna de sarampién de virus vivos atenuados °® *’. En este
estudio se explor6 la respuesta de los linfocitos T al antigeno viral de sarampion
en comparacion con toxoide tetanico que es un antigeno bacteriano, después de
la administracion de la vacuna de sarampion. Las células T de los nifios son
sensibilizadas con éste antigeno debido a que reciben toxoide tetanico en la
vacuna DPT+Hib+HBV a los 2, 4 y 6 meses de edad que esta incluida en el
Programa Nacional de Vacunacion. Estos experimentos evaluaron la inmunidad
celular especifica y no especifica después de la administracion de la vacuna de

sarampion y si existe alguna diferencia en la administracion en aerosol y

subcutanea.

En este estudio evaluamos la vacuna de sarampion administrada por via
aerosol en nifios sanos de 9 meses de edad y determinamos si una dosis
equivalente a la dosis administrada por via subcutanea fué efectiva y segura para
ninos de esta edad, midiendo la inmunidad celular y humoral y la probable

inmunosupresion asociada a la vacunacion mediante la medicion de
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linfoproliferacion a diferentes antigenos en nifios inmunizados mediante la técnica
de aerosol, asi como la seguridad de la vacunacion en aerosol con una dosis
mayor a la utilizada en estudios previos. También analizamos el papel de la via de
administracién en aerosol en la inmunogenicidad de la vacuna en presencia de
anticuerpos pasivos maternos, y analizamos si esta forma de administracion de la
vacuna es mas util para la sensibilizacion temprana de células T a los 9 meses de

edad, antes de la dosis usual de SRP a los 12 a 15 meses de edad.

La Organizacion Mundial de la Salud propuso el afio 2000 para la
erradicacion del sarampion en Ameérica, el afio 2010 para la erradicacion del
sarampion en Europa y la regién mediterrdnea del Este y el afio 2012 para la

Region Pacifico Oeste *%.

Ademas de los beneficios potenciales para la
inmunogenicidad, la administracion por mucosas de la vacuna de sarampién
puede tener ventajas practicas para los programas de erradicacion del sarampién.
La oportunidad de llevar a cabo ensayos para medir la inmunidad humoral y
celular en el contexto de un ensayo clinico controlado, nos permite responder
preguntas esenciales acerca de la posibilidad de utilizar vacuna de sarampién en
aerosol para facilitar la erradicacion del sarampion en el mundo y la posibilidad de

desarrollar una respuesta inmune mas efectiva para vacunar nifios menores de 1

afo de edad con ésta metodologia.
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JUSTIFICACION

El sarampién es una enfermedad de distribucion mundial y hasta el
momento siguen falleciendo nifios por esta causa.

Los brotes que se han reportado en paises con altas coberturas en el
continente americano han sido principalmente en adultos jévenes quienes no
fueron vacunados o tienen fallas primarias o secundarias a la vacunacién contra
sarampion; y en nifios menores de 1 afio de edad *°. La vacuna se aplica a los
12 meses para aumentar el porcentaje de seroconversion, ya que a los 9 meses
es solo del 85% comparado con 95% a los 12 meses de edad debido a la
presencia de anticuerpos pasivos maternos *’. Sin embargo, se ha observado que
un alto porcentaje de hijos de madres vacunadas pierden la inmunidad pasiva
desde los 6 meses de edad, dejandolos susceptibles a infeccién por sarampion °.
En México los brotes que se han presentado en los ultimos 5 afios han sido
también en menores de 1 afio de edad y en adultos jévenes por lo que es
necesario estudiar métodos alternativos para la vacunacién en menores de un afio
gue permita vacunar aun en presencia de anticuerpos pasivos maternos.

La vacuna de sarampién con una alta potencia aplicada por via aerosol ha
demostrado una alta seroconversion en nifios menores de un afio con presencia
de anticuerpos pasivos maternos *” ** %, Es importante estudiar una dosis mayor
y evaluar la inmunogenicidad de la aplicacién de la vacuna de sarampién en
aerosol en nifios menores de 12 meses. Este grupo etareo podria obtener grandes
beneficios con la vacuna de sarampién en aerosol, debido a que aparentemente

evade la neutralizacion de los anticuerpos maternos circulantes. Permitiria vacunar
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a nifios menores de 12 meses de edad mediante la técnica del aerosol y asi

proteger a los nifios que pueden ser susceptibles ante posibles brotes.
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PLANTEAMIENTO DE LOS PROBLEMAS

El sarampion sigue causando muertes en nifios menores de 5 afos de
edad. La vacuna de sarampién es muy efectiva en nifios de 12 meses de edad; en
ninos de 9 meses su efectividad disminuye debido a la presencia de los
anticuerpos pasivos maternos. La vacuna de sarampion en aerosol podria ser (til
en nifilos de 9 meses debido a que se aplica por mucosas y esto mejoraria la
respuesta inmune a la vacuna.

La vacuna de sarampién en aerosol ha demostrado ser efectiva y segura en
nifios escolares y en nifios de 12 meses, pero en nifios de 9 meses la misma dosis
gue se ha utilizado previamente ha dado una pobre seroconversion. El aumentar
el tiempo de exposicidén a la vacuna de sarampion en aerosol para dar la misma
dosis por via subcutanea podria dar una respuesta inmune adecuada, por lo que

nos planteamos las siguientes preguntas de investigacion:

PREGUNTAS DE INVESTIGACION

PRINCIPAL

1. Al incrementar el tiempo de exposicién del aerosol de 30 segundos a 2.5

minutos, ¢sera mayor o igual la respuesta inmunoldgica celular y humoral

con una dosis de 10 *% /0.5 mL de la vacuna de sarampién en comparacién
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con 10 *%° /0.5 mL administrada por la via subcutanea en nifios sanos de 9

meses de edad?

SECUNDARIAS

2. ¢Sera mayor o igual la respuesta inmune de la vacuna administrada por via
aerosol comparada con la via subcutanea en presencia de anticuerpos
pasivos maternos?

3. ¢Sera mayor o igual la respuesta inmune de refuerzo con una 22
vacunacion con SRP a los 12 meses en el grupo aerosol comparado con la
via subcutanea?

4. ¢Habra imunosupresion asociada a la vacuna de sarampidén por via
aerosol o subcutanea?

5. ¢Habra diferencia en los efectos secundarios a la vacunacion contra

sarampion por la via aerosol comparada con la via subcutanea?
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HIPOTESIS

PRINCIPAL
1. La administracion de la vacuna de sarampién a una dosis de 10 *%° /0.5 mL
administrada por via aerosol incrementando el tiempo de exposicion de 30
segundos a 2.5 minutos producird una respuesta inmune celular y humoral
mayor o igual que la aplicacion de la vacuna por via subcutdnea a una

dosis de 10 %% /0.5 mL.

SECUNDARIAS

2. La inmunogenicidad sera mayor o igual en aquellos nifios con presencia de
anticuerpos pasivos maternos que reciben la vacuna por via aerosol que
aquellos con anticuerpos pasivos que reciben la vacuna por via
subcutanea.

3. La respuesta inmune celular y humoral ser4 mayor o igual después de una
22 vacunacion con SRP a los 12 meses de edad en el grupo de nifios que
recibié una inmunizacién primaria con sarampion por el método de aerosol
comparado con el grupo que recibid la vacuna por via subcutanea.

4. La respuesta celular a antigenos bacterianos y virales sera igual en
aquellos nifios que reciben la vacuna de sarampion por via aerosol.

5. No habra diferencia en los efectos adversos entre el grupo que recibe la
vacuna de sarampién por via aerosol y el grupo que recibe la vacuna

subcutanea.
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OBJETIVOS

PRINCIPAL
1. Comparar la respuesta inmune celular y humoral de la vacuna de
sarampién a una dosis de 10 *% /0.5 mL administrada por via aerosol
durante 2.5 minutos con la administracion por la via subcutanea a una dosis

de 10 >% /0.5 mL en nifios sanos de 9 meses de edad.

SECUNDARIOS

2. Evaluar el papel de los anticuerpos pasivos maternos en la respuesta
inmune a la vacuna de sarampion administrada por via aerosol y por via
subcutanea.

3. Evaluar la inmunidad celular y humoral a la vacuna de sarampion en nifios
de 15 meses de edad que reciben un refuerzo con SRP a los 12 meses de
edad y que previamente recibieron sarampion a los 9 meses por via aerosol
0 por via subcutanea.

4. Evaluar la respuesta inmune celular a antigenos bacterianos y virales para
ver la posible inmunosupresion asociada a la vacunaciéon con sarampién
por la via aerosol y subcutanea.

5. Evaluar los efectos secundarios a la administracién de la vacuna por via

aerosol y subcutanea.
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DISENO GENERAL DEL ESTUDIO
TIPO DE ESTUDIO
Se trata de un estudio experimental, aleatorizado, prospectivo, longitudinal,

abierto.

VACUNA DE SARAMPION

Vacuna de virus vivos atenuados para inmunizacion contra sarampién (cepa
Edmonston Zagreb), liofilizada, dosis estandar 10*%* PFU/0.5 mL para la
aplicacién subcutanea (que se tomara como el grupo control) y 10%%° PFU/0.5 mL
para aplicacion en aerosol (incrementando el tiempo de exposicion de 30
segundos a 2 y 1/2 minutos) producida por el Serum Institute of India, que es el

método de aplicacion de la vacuna a estudiar.
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POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién de estudio son nifios de 9 meses de edad (+ 4 semanas),
sanos, residentes del Distrito Federal, México, que acuden a la consulta del nifio
sano en el Programa de Lactancia Materna del Servicio de Pediatria del Hospital
General de México.

El tamafio de la muestra se ha calculado en 150 nifios (el calculo del

tamafio de la muestra se especifica en la seccién de analisis estadistico).

CRITERIOS DE INCLUSION

Nifios sanos de 9 meses de edad.

Nifios de término.

Nifios con peso mayor de 2.500 kg al nacer.

Cartilla de vacunacion completa.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Nifios que hayan sido vacunados previamente.

Nifios cuyos padres o tutores refieran que los nifios padecieron sarampion.
Nifios con enfermedades subyacentes crénicas.

Nifios con desnutricion moderada a grave.

Nifios con inmunodeficiencias.

Nifios prematuros.

Nifios con alergia a los componentes de la vacuna.

Nifios con hiperreactividad bronquial

Nifios con familiares con inmunosupresiéon
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CRITERIOS DE ELIMINACION
Nifios que no sea posible tomar una segunda y/o tercera muestra para andlisis de

la respuesta inmune celular y humoral.

VARIABLES

Variable independiente
1) Vacuna Edmonston Zagreb anti-sarampionosa (dosis estandar) via aerosol
0 subcutanea

Definicién _conceptual: Antigeno de sarampion de la cepa Edmonston-

Zagreb que produce una respuesta inmune humoral y celular administrada por via
aerosol o via subcutanea

Definicion operacional: Vacuna viva para inmunizacion contra sarampion

(cepa Edmonston Zagreb), liofilizada, dosis estandar 10*# PFU/0.5 mL producida
por el Serum of Institute of India LTD, que se aplicara por via subcutanea en la
region deltoidea del brazo y se utilizar4 como grupo control y dosis estandar 10%%°
PFU/0.5 mL aplicada aumentando la exposicion de 30 segundos a 2 y medio
minutos por via aerosol con el método del Dr. Ferndndez de Castro, que es el
método a evaluar.

Escala de mediciéon: Cualitativa dicotdmica
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Variables dependientes
1) Inmunidad mediada por células

Definicién _conceptual: Sistema de defensa mediada por células T de

memoria expuestas a un antigeno.

Definicién_operacional: Numero de células T que responden al estimulo

antigénico con la vacuna de sarampion. Se medira por medio de la técnica de
linfoproliferacion con timidina tritiada. Se obtiene el indice de estimulacion
dividiendo la media de las cuentas por minuto (cpm) de las células estimuladas
con antigeno entre la media de cpm de las células estimuladas con control,
considerandose un indice > 3 como positivo. También se medira por medio de
anticuerpos monoclonales marcados con fluorocromos y citometria de flujo y se
compararan las medias de las frecuencias celulares antes y después de la
vacunacion y entre los grupos.

Escala de medicién: Cuantitativa continua y cualitativa dicotdmica

Categoria: Media del IE de cada grupo y de las frecuencias celulares por

citometria de flujo y Positivo (IE > 3) o negativo (IE < 3)

2) Inmunidad humoral.

Definicién _conceptual: Sistema de defensa del cuerpo mediada por

anticuerpos y factores solubles.

Definicién_operacional: Titulaciones de anticuerpos IgG por medio de la

técnica de neutralizacion en placa del Dr. Bellini para sarampion. Se calcularan los
titulos medios geométricos (TMG) de anticuerpos y el porcentaje de

seroconversion.
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Escala de medicion: Cuantitativa continua y cualitativa dicotémica.

Categoria: Titulo medio geométrico para cada grupo expresado en
mUIl/mL y porcentaje de seroconversién (aumento de por lo menos 4 veces el

titulo basal de anticuerpos: seroconversion o no seroconversion)

3) Efectos clinicos adversos
a. Variable: Fiebre

Definicibn _conceptual: Sindrome caracterizado por aumento de la

temperatura corporal, taquicardia y taquipnea.

Definicién operacional: Se mide la temperatura axilar en cada consulta y se

registra si los padres toman la temperatura de los nifios en caso de que presenten
fiebre. Se considera presencia de fiebre en aquellos nifilos que tengan
temperatura axilar > 38 ° C en una toma.

Escala de mediciéon: Cualitativa dicotdmica

Cateqgoria: Presente, ausente.

b. Variable: Rinorrea

Definicién conceptual: Secrecién nasal mucosa.

Definicién operacional: Presencia de moco transparente por narinas en el

periodo de 14 dias posteriores a la vacunacion.

Escala de mediciéon: Cualitativa dicotdmica

Categoria: Presente, ausente.

c. Variable: Tos
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Definicién _conceptual: Exhalacion brusca por la boca como resultado del

aumento de presion a nivel de la epiglotis

Definicién_operacional: Presencia de tos en cualquier momento del dia

durante los 14 dias posteriores a la vacunacion.

Escala de medicién: Cualitativa dicotémica

Categoria: Presente, ausente.

d. Variable: Exantema

Definicién _conceptual: Enfermedad eruptiva, que consiste en la presencia

de papulas finas eritematosas, confluentes en la piel.

Definicién operacional: Se realizard una exploracion fisica en la consulta de

seguimiento y se registrara la presencia de exantema en el periodo posterior a la
vacunacion.

Escala de mediciéon: Cualitativa dicotdmica

Cateqgoria: Presente, ausente.

e. Variable: Conjuntivitis

Definicién conceptual: Inflamacion de la conjuntiva

Definicién operacional: Presencia de 0jos rojos, llorosos, y/o ardor en los

ojos posterior a la vacunacioén, durante un periodo de 14 dias.

Escala de mediciéon: Cualitativa dicotdmica

Categoria: Presente, ausente.
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f. VariableDiarreaDefinicibn conceptual: Evacuacion intestinal frecuente,

disminuida de consistencia y con aumento en el niumero.

Definicién operacional: Presencia de evacuaciones disminuidas de

consistencia, con aumento de la frecuencia y la cantidad, posterior a la vacunacion
durante un periodo de 14 dias.

Escala de medicién: Cualitativa dicotdmica

Cateqgoria: Presente, ausente.

g. Variable: Artralgias

Definicidon conceptual: Dolor en las articulaciones.

Definicién operacional: Presencia de dolor articular en el periodo de 14 dias

posterior a la vacunacion.

Escala de medicién: Cualitativa dicotémica

Cateqgoria: Presente, ausente.
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PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

El reclutamiento de los pacientes fue realizado en el Servicio de Pediatria
del Hospital General de México. Existe una base de datos de una cohorte de nifios
sanos que han nacido en el Hospital General, la cual cuenta con los datos
demograficos de los nifios, su direccidn y teléfono. El grupo de lactancia Materna
del Servicio de Pediatria y el grupo del Departamento de Medicina Experimental
de la UNAM, ubicaron en forma telefénica a las madres de nifios de 8 meses de
edad y las invitaron a que sus hijos participaran en el estudio. Los nifios y sus
padres acudieron al consultorio 12 del Servicio de Pediatria en donde personal de
la UNAM vy dos pediatras del Hospital General les explicaron ampliamente el
estudio y obtuvieron el consentimiento informado del padre o tutor. Se realiz6 la
historia clinica del nifio y la evaluacién fisica incluyendo el peso y la talla del nifio
para determinar su estado de nutricion. Se utilizaron las tablas del Manual de
Procedimientos técnicos (Nutricion) del Programa de Atencion a la Salud del Nifio
del Centro Nacional de Salud para la Infancia y la Adolescencia de la Secretaria
de Salud para determinar el percentil para peso, talla y peso para la talla, en caso
de desnutricion no se incluy6 al nifio en el estudio. Los nifios fueron distribuidos en
forma aleatoria en una relacién 1:1 con una lista de nimeros aleatorios obtenida
mediante Epistats, para recibir una dosis de vacuna por via aerosol o por via
subcutdnea de la vacuna de sarampion.

Los nifios que recibieron una dosis estandar de la preparacion parenteral
se les aplico 0.5 ml de vacuna liofilizada reconstituida, inyectada en forma
subcutdnea en la cara externa del brazo y a los nifios que recibieron la

preparacion por via aerosol recibieron por 2 y medio minutos por aerosolizaciéon
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0.5 ml de la vacuna. Se les tomaron muestras de sangre (3-5 mL) por
venopuncién antes y 12 semanas después de la vacunacion para determinacion
de anticuerpos neutralizantes y estudios de linfoproliferacion. Después de haber
recibido la vacuna triple viral (sarampién, paperas y rubéola) se tomd una muestra
de sangre (3-5 mL) a los 15 meses de edad para medir inmunidad celular y
anticuerpos y evaluar la respuesta inmune a una revacunacion.

Estos procedimientos fueron realizados por Pediatras en el consultorio 12
de Pediatria y por personal de la UNAM con amplia experiencia en la aplicacién de
la vacuna en aerosol y en la toma de muestras de sangre.

A los nifios participantes se les realiz6 seguimiento telefonico cada semana
y se citd a los 30 dias después de la inmunizacion en el consultorio 12 de
Pediatria para vigilar la reactogenicidad. Se les di6 una tarjeta en donde los
padres anotaron los efectos adversos que presentaron. En la visita de seguimiento
se tomo la temperatura oral y se obtuvo informacién acerca de las reacciones
adversas: tos, rinorrea, fiebre, exantema, cefalea, malestar, vomito, diarrea,
artralgias, artritis, anorexia u otros sintomas. Se guardaron los expedientes con
anotaciones de cada nifilo en el Laboratorio de Infectologia, Microbiologia e
Inmunologia clinica, Departamento de Medicina Experimental, Facultad de
Medicina UNAM, México, D. F. Estos expedientes incluyen las formas de
consentimiento e informacion clinica de los padres o tutores acerca de los
participantes en el estudio, asi como la falta de inmunizacion previa con sarampion
o la historia de enfermedad. Se pidi6 a los padres o tutores que notificaran a los
investigadores en forma inmediata en caso de que se presentara exantema, fiebre

0 cualquier reaccion secundaria durante las 12 semanas después de la
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inmunizacién. Todos los participantes que presentaron uno 0 mas sintomas
semejantes a sarampion fueron evaluados en el hospital en las primeras 24 horas
de iniciados los sintomas y se vigil6 estrechamente al paciente. Se consideré
hospitalizar a los nifios que cursaran con alguna reaccién grave a la vacuna como
choque anafilactico, encefalitis 0 neumonia. A todos los nifios se les aplico una
dosis de vacuna contra sarampion rubéola y paperas (SRP) administrada por via
subcutanea a los 12 meses de edad, cumpliendo con las recomendaciones de
vacunacion para la edad.

Método de aplicacion del aerosol.- El aparato que se utiliz6 es el disefiado

por el Dr. Fernandez de Castro (Diagrama 1) con ligeras modificaciones, que se
ha utilizado en los estudios que han mostrado una efectividad del método del
aerosol y se ha utilizado para inmunizar a 4 millones de nifios en México durante
los 80°s . Consiste en un nebulizador (Medex 4107) que se encuentra dentro de
un vaso que contiene hielo escarchado el cual permite mantener la vacuna fria. El
nebulizador funciona mediante la generacién de aire mediante un compresor
eléctrico de 45 psi. En éste estudio se utilizd un compresor médico (Pulmo Aide
3655, DeVilbiss); el aerosol sale a través de un tubo unido a un cono fabricado en
teflon y dentro del cono se coloca un cono de papel que se cambia con cada nifio.
El cono se aplica sobre la nariz y boca de cada nifio durante 2 minutos y medio

con el propdsito de aplicar la misma dosis que se aplica por via subcutanea.
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Diagrama 1. Diagrama del equipo utilizado para la administracion del
aerosol. De: Fernandez de Castro. La vacunacion contra el sarampion. Situacion

en México y Ameérica. Bol Med Hosp. Infant Mex. 1990;47(7):449-461.

ESTUDIOS DE LABORATORIO

Se colectaron muestras de sangre antes, 3 meses después de la
inmunizacién con sarampion y 3 meses después de la inmunizacion con SRP en el
consultorio 12 del Servicio de Pediatria del Hospital General del México. Se obtuvo
un tubo heparinizado con 3-5 mL de sangre total para los estudios de células T y
B, otro tubo sin anticoagulante para obtener 200-500 puL de suero por paciente
para pruebas seroldgicas.

Ensayos de anticuerpos neutralizantes contra sarampién. El suero se

guardé a —70° en el laboratorio de Infectologia, Microbiologia e Inmunologia
Clinica del Departamento de Medicina Experimental, UNAM y se enviaron a la
Food and Drug Administration, Maryland, Estados Unidos para su procesamiento.

Las 2 o 3 muestras secuenciales antes y después de la vacunacion y en su caso
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después del refuerzo con SRP, se corrieron en paralelo y se midieron anticuerpos
neutralizantes utilizando un ensayo de neutralizacion de reduccién en placa (NRP)
% Se realizaron diluciones 1:4 del suero inactivado previamente (56 °C por 30
min) empezando por una dilucion 1:4 con medio de mantenimiento (DMEM mas
2% de suero fetal bovino, GIBCO). Se mezclé con volumenes iguales del virus de
sarampion que contiene aproximadamente 30 unidades formadoras de placa (ufp).
Cada una de estas diluciones se agregaron a cajas de 24 pozos, que contenian
una monocapa de células Vero. Se incubaron por 1 hr a 37 °C con 5% de CO,. Se
incluy6 un suero de referencia por triplicado en cada corrida. La prueba se incubd
y se ley6 al 7° dia. El titulo de anticuerpos neutralizantes se define como la
dilucién del suero que reduce el numero de placas en un 50%, los resultados se
interpretan como negativos con un titulo < 1:4 mUl/mL; seroproteccion con un
titulo >1:120 mUI/mL °* y seroconversién como el aumento de 4 veces en el titulo
de anticuerpos detectables en comparacion con los basales.

Ensayos de inmunidad mediada por células. Los ensayos de proliferacion

de células T se realizaron en el laboratorio de Infectologia e Inmunologia del
Departamento de Medicina Experimental, UNAM.

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
colocaron 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 10% (Sigma, St.
Louis, MO). EIl antigeno de sarampiéon preparado de lisados de células Vero
infectadas, o un preparado de células no infectadas como control se agregaron a

concentraciones de 1:8, 1:16 y 1:32 en pozos por triplicado. Se agreg6 toxoide
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tetanico (Calbiochem, La Jolla, CA) a concentraciones de 0.5y 1 uL por pozo por
triplicado y medio de cultivo como control. Se incubé a 37°C y 5% de CO, por 5
dias. La proliferacion de células T se midié afiadiendo *[H]-timidina (2.5u.Ci/pozo)
después de 5 dias de incubacion por 6-18 horas. Se cosecharon las células y se
realizé el conteo de las cuentas por minuto. El indice de estimulacion (IE) se
calculé como la media de las cuentas por minuto (cpm) en los pozos estimulados
con antigeno de sarampion divididos entre la media de cpm en los pozos control.
Un IE positivo para sarampion es > 3.0, con base en la media y la desviacién
estandar de las respuestas en niflos antes de la vacunacién en los estudios
previos. Se utiliza fitohematoglutinina (Difco, Detroit, M) como control mitdgeno
positivo para respuesta a antigenos, para detectar supresion no especifica de la
inmunidad celular asociada a la vacunacion con sarampion.

También medimos la respuesta inmune celular mediante frecuencias
celulares de poblaciones de células T y B de memoria. En la literatura se reportan
a las células T CD8+ y CD4+ con marcadores de activacion como CCR7- y
CD62L- “* y CD8+ o0 CD4+ con CD27+ “?* como poblaciones de memoria y el
marcador CD45RA como marcador de activacién, asi como los linfocitos con
marcadores CD19+ y CD27+ ** como células B de memoria. Se colocaron 3x10°
MNSP en RMPI 1640 (Gibco, Gaithersburg, MD) y suero humano normal al 10%
(Sigma, St. Louis, MO) por pozo estimulados con antigeno de sarampion por 5
dias y se tifieron con anticuerpos monoclonales contra CD8 PE Cy7, CD4 PE Cy5,
CD19 PE, CD45RA PE, CD27 FITC, CD62L APC/AF750 y CCR7 APC

(Pharmingen, Becton Dickinson) y se midieron por citometria de flujo en el
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citbmetro (FacsDiva, Becton Dickinson). Se compararon la media de la
frecuencia antes, 3 y 6 meses después de la vacunacion de las células
estimuladas con el antigeno de sarampion y la media entre los grupos aerosol y

subcutaneo.

Ensayos de Interferén gamma. En aquellos nifios cuyas muestras fueron

suficientes para montar ensayos de citocinas, se colectaron los sobrenadantes de
los MNSP estimulados con antigeno de sarampién al dia 5. Estos fueron
guardados a —70°C y posteriormente se midieron los niveles de IFNy por medio del
método de ELISA (Biosource International, Inc). Se agregaron estandares de
concentraciones de IFNy ya conocidas y los sobrenadantes de MNSP estimulados
con antigeno por duplicado a pozos de micro placas previamente cubiertos con un
anticuerpo monoclonal especifico para IFNy. Después de la primera incubacion, el
IFNy se unié simultineamente por un lado al anticuerpo pegado a la placa y por
otro lado a un anticuerpo biotinilado. Después de remover el exceso del 2°
anticuerpo, se agregd estreptavidina-peroxidasa, la cual se unié al anticuerpo
biotinilado completando un complejo de 4 componentes. Después de una 22
incubacion y lavado se agregd un substrato para producir color. La intensidad de
este color fue directamente proporcional a la concentracion de IFNy presente en
los estandares. La media del pico en la concentracion de IFNy antes, alos 3y 6

meses después de la vacunacion se utilizo para analisis de datos.
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Andlisis estadistico

Tamaio de la muestra. Para el calculo del tamafio de la muestra se utilizé

el programa Epistats, para proporciones no pareadas. Se determiné una
proporcién de 0.86 de respuesta inmune (ya sea celular, humoral o ambas) para el
grupo en estudio con base en estudios previos en donde se encontré6 86% de

respuesta inmune (celular y/o humoral) en el grupo que recibié aerosol **

, con una
deteccion minima de 0.17. Un total de 150 nifios fueron reclutados en el estudio.
Este tamafio de muestra permiti6 detectar diferencias entre las respuestas
mediadas por células y humoral entre los que recibieron la vacuna en aerosol y
sucutidnea con alfa = 0.05, beta = 0.1 y 90% de poder. El tamafio de la muestra
permitié un 30% de abandono, calculando que con 105 pacientes que completaran
el estudio seria suficiente para detectar estas diferencias. Este porcentaje de
pérdida se calculé con base en que el reclutamiento fué telefénico y las pérdidas
son mayores cuando no hay seguimiento con visitas domiciliarias.

Métodos. Para determinar la respuesta inmune humoral, los reciprocos de
los titulos de NRP se transformaron, se calcularon los titulos medios geométricos
(TMG). Las diferencias entre los titulos de anticuerpos entre grupos fueron
evaluados por la prueba U de Mann-Whitney. Los IE en pacientes individuales
gue fueron vacunados se compararon utilizando la prueba t de Student; la prueba t
pareada se utilizé para comparar datos pareados. Las pruebas Chi cuadrada y

prueba exacta de Fisher fueron utilizadas para comparar el nimero de vacunados

en cada cohorte que presentaron respuestas de anticuerpos o proliferacion y para
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contrastar los efectos adversos en cada grupo. La significancia estadistica se
define como una p < 0.05 para todos los analisis que se llevaron a cabo. Las
variables analizadas incluyeron comparacion entre cohortes de nifios vacunados
por ambas vias de desarrollo de una respuesta sérica detectable, titulos de
anticuerpos seroprotectores (NRP >120), desarrollo de respuesta celular
detectable mediante el IE > 3.0, la respuesta celular de memoria medida
mediante citometria de flujo e interferon gama y los efectos adversos en cada
cohorte.

Se define como un “procedimiento exitoso” si las respuestas celular y
humoral son iguales o mejores cuando se aplica la vacuna por via aerosol que por
via subcutanea. Esto se reflejara en resultados en que no se encuentre diferencia
estadistica en la proporcion de respuestas humoral y celular entre los grupos o en
una diferencia estadistica significativa siendo mayor la respuesta en el grupo

aerosol.

Consideraciones éticas

Este protocolo fue aprobado por las Comisiones de Etica, Investigacion y
bioseguridad del Hospital General de México, Hospital Infantil de México Federico
Gbémez y Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de México.
Se explic6 ampliamente el estudio a los padres o tutores de los nifios que
aceptaron participar en el estudio y se solicité el consentimiento informado firmado
por los padres o tutores. Se aplicé la vacuna SRP (sarampion, paperas y rubéola)

a todos los participantes al afio de edad.
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Consideraciones de bioseguridad

Se aplicé la vacuna en aerosol en un cuarto separado, con ventilacion y en
el que solo estuvo el personal del estudio y los nifilos a vacunar con sus madres.
Se tomaron muestras de sangre con técnica cerrada con mariposas y tubos de
vacutainer en el consultorio 12 del Servicio de Pediatria del Hospital General de
México, se colocaron en bolsas de plastico sellables y se colocaron en un
contenedor de plastico para su transportacion. Se procesaron las muestras en el
Laboratorio de Infectologia, Microbiologia e Inmunologia clinicas, de la UNAM
utilizando métodos de cloracién y autoclave para el desecho de RPBI, colocando
esos desechos después en el bote de RPBI que se colecta y se desecha con los
RPBI del Hospital General de México en forma rutinaria de acuerdo a la norma
oficial mexicana NOM-OS7-ECOL-SSA1-2002.
Se utiliz6 TMB para determinar IgG por ELISA, éste se colectd en un recipiente de
plastico y se llamé a una compafia especializada en el manejo de éstos desechos
para retirarlos del laboratorio.
En el laboratorio de Infectologia, Microbiologia e Inmunologia clinica de la
Facultad de Medicina de la UNAM se cuenta con un area especifica para manejo
de material radiactivo, que ya ha sido inspeccionado por la CNSCI, y se contaba
con la licencia y ahora con la exencién de la licencia por el nivel tan bajo de
radiacion que se utiliza. El desecho de *H se coloca en un &area de recolecci6n
temporal ubicado en el Ultimo piso del edificio donde se hay 2 bidones que se
encuentran en un contenedor con llave. Una vez que se junta lo suficiente se

envia al ININ para su desecho definitivo.
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Recursos

Este estudio fué financiado por los Institutos Nacionales de Salud de
Estados Unidos por el proyecto RO1 TW006193, Investigador Principal: Rosa
Maria Wong Chew.

El grupo de lactancia materna cuenta con 2 pediatras neonat6logos, una
enfermera y una secretaria. Personal de la UNAM junto con los 2 pediatras del
Hospital General se encargaron de realizar el reclutamiento de pacientes,
colocacién de la vacuna y toma de muestras.

En el laboratorio de Infectologia del Departamento de Medicina
Experimental de la UNAM se cuenta con un laboratorio que cuenta con una
campana de bioseguridad clase Il, una mesa de trabajo, una incubadora de CO,
de doble camara, una cosechadora de células, una bomba de vacio y un
refrigerador para guardar isotopos radioactivos. Este equipo se utilizé para la
realizacion de los ensayos de linfoproliferacion. Una estudiante de maestria y un

técnico de laboratorio participaron en el procesamiento de las muestras.
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RESULTADOS

Poblacion de estudio

Se reclutaron un total de 113 pacientes que recibieron la vacuna de

sarampion por via aerosol y subcutdnea en forma aleatoria y que acudieron a las

muestras subsecuentes posterior a la vacunacion: 110 pacientes acudieron a los 3

meses y 71 a los 6 meses de los cuales 3 no acudieron a la segunda pero si a la

tercera muestra. Del grupo aerosol, los padres de 8 nifios no quisieron que

siguieran participando, 8 fueron vacunados con la vacuna sarampién, rubéola,

parotiditis (SRP) antes de la segunda muestra y 1 nifio se fue a vivir a Acapulco

guedando un total de 58 nifios. Del grupo subcutaneo, 11 nifios no regresaron, 8

recibieron la vacuna SRP antes de la 22 muestra y uno se fue a vivir a Toluca,

guedando un total de 55 nifios (Diagrama 2).

Diagrama 2. Reclutamiento de pacientes, causas de abandono y poblacién de

estudio final.
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No se encontraron diferencias en las caracteristicas demogréficas de la

poblacion de estudio como se muestra en la siguiente tabla 1:

Via Aerosol Via Subcutanea P
N = 58 n =55
Femenino 25 28
Masculino 33 27 0.40
Edad (meses) 8.88 + 0.33 8.94+0.4 0.6
Peso (kg) 8.0+0.12 8.22 +0.10 0.17
Talla (cm) 70.43 + 0.34 70.75 + 0.31 0.5

Tabla 1. Caracteristicas demogréficas de la poblacion en estudio.

Respuesta inmune celular

En la respuesta inmune celular medida mediante la técnica de timidina
tritiada, el porcentaje de linfoproliferacion especifica contra sarampion aumenté de
0% antes de la vacunacion en ambos grupos, a 45% en el grupo aerosol
comparado con 55% del grupo subcutaneo (p=0.25) a los 3 meses y a 60% en el
grupo aerosol comparado con 59% en el grupo subcutaneo (p=0.91) a los 6
meses.

El indice de estimulaciéon (IE) prevacunacién aumenté de (x+EE) 1.33 +
0.008 en el grupo aerosol comparado con 1.35_+ 0.008 en el grupo subcutaneo
(p=0.9), a 4.38 + 0.63 en el grupo aerosol comparado contra 5.76 + 0.87 en el
grupo subcutaneo (p=0.2) a los 3 meses y aumentd a 7.91 + 2.05 en el grupo
aerosol comparado con 6.74 + 1.65 del grupo subcutaneo (p=0.66) a los 6 meses.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo aerosol
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y subcutaneo en el porcentaje o el IE. Sin embargo, si se observé un aumento en
el IE del grupo aerosol después de recibir el refuerzo con SRP a los 6 meses
(p=0.04) (Figura 1). No se observaron diferencias en el porcentaje de respuesta
(p=0.41,0.94y 0.64) o el IE (p=0.5, 0.6 y 0.27) de MNSP estimulados con toxoide
tetanico antes, a los 3 y 6 meses después respectivamente entre los grupos

aerosol y subcutaneo.
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Figura 1. Linfoproliferacion especifica medida mediante timidina tritiada. A)
No hay diferencias en el porcentaje de respuesta entre el grupo aerosol y
subcutidneo a los 3 y 6 meses postvacunacion (p=0.25 y 0.91 respectivamente). B)
Se observa un aumento en el IE a los 3y 6 meses, no se observan diferencias
entre los grupos (p=0.20 y 0.66 respectivamente). Se observa un aumento entre
los 3y 6 meses en el grupo aerosol (p=0.04). La linea indica un indice de
estimulacion positivo para sarampion.

En la respuesta inmune celular medida mediante tincion con anticuerpos
monoclonales contra marcadores externos celulares y citometria de flujo para
medir la expansion de las poblaciones celulares especificas, se observd un

aumento del numero de linfocitos T CD4+ y T CD8+ de memoria con los
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marcadores de superficie CCR7- CD62L-. Antes de la vacunacién se observd una
mayor frecuencia de linfocitos TCD8+ CCR7- CD62L- de (x+EE) 11.25+1.10 en el
grupo aerosol comparado con 7.54+0.72 del grupo subcutaneo (p=0.008), con un
aumento a 25.48+2.95 en el grupo aerosol comparado con 18.56+ 1.72 del grupo
subcutaneo (p=0.04) a los 3 meses después de la vacunacion, siendo mayor la
frecuencia en el grupo aerosol y a los 6 meses incrementa a 23.53+2.48 en el
grupo aerosol comparado con 19.44+1.54 en el grupo subcutaneo (p=0.17), en
donde ya no se observa diferencia en la media entre los grupos aerosol y
subcutaneo (Figura 2A).

En la poblacion de linfocitos T CD4+ CCR7- CD62L- se observa una
frecuencia de (x+tEE) 1.41+0.17 en el grupo aerosol comparado con 1.03+0.009
del grupo subcutaneo (p=0.06) antes de la vacunacion, y aumenta a 7.60+1.8 en
el grupo aerosol comparado con 10.14+1.68 del grupo subcutaneo (p=0.3) a los 3
meses, y aumenta a 9.4+0.76 en el grupo aerosol comparado con 9.92+1.04 en el
grupo subcutaneo (p=0.6) a los 6 meses. No se observan diferencias entre los
grupos (Figura 2B).

Otro marcador que se ha mencionado como de memoria en la literatura es
CD27 que es una molécula co-estimuladora en linfocitos TCD4+ el cual se asocia
a la generacion de memoria. Se hizo el andlisis para linfocitos T CD4+ y para T
CD8+. En éste estudio observamos que las frecuencias de la poblacién de
linfocitos TCD8+ asociados a CD27+ fue siempre menor en el grupo aerosol
comparado con el grupo subcutaneo siendo la frecuencia de (x+EE) 75+5.71
comparado con 94.7+0.75 en el grupo subcutaneo (p=0.002) antes de la

vacunacion; 81.11+2.50 en el grupo aerosol comparado con 86.62+1.17 en el
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Figura 2. Linfocitos T de memoria. A) Se observa un aumento en la poblacion
de linfocitos T CD8+ CCR7- CD62L- a los 3 y 6 meses después de la vacunacion,
siendo la poblacion mayor en el grupo aerosol a los 3 meses. C) Se observa un
aumento de T CD4+ CCR7- CD62L- a los 3y 6 meses postvacunacion, sin
diferencias entre el grupo aerosol y subcutaneo. B y D) Plots representativos de
un paciente.
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grupo subcutaneo (p=0.04) a los 3 meses y 84.96+2.14 en el grupo aerosol
comparado con 90.09+1.17 en el grupo subcutaneo (p=0.04) a los 6 meses
después de la vacunacion (Figura 3).

En la poblacién de linfocitos TCD4+ CD27+ se observaron frecuencias de
(x+EE) 80.08+6.03 en el grupo aerosol comparada con 97.49+0.23 del grupo
subcutaneo (p=0.007) antes de la vacunaciéon; 87.35+2.05 en el grupo aerosol
comparado con 86.41+1.64 en el grupo subcutdaneo (p=0.7) a los 3 meses
después de la vacunacién y 88.07+1.26 en el grupo aerosol comparado con
87.42+2.14 del grupo subcutaneo (p=0.7) a los 6 meses después de la vacunacion

(Figura 3).

En las poblaciones de linfocitos TCD8+ CD45RA+ no se observan cambios
antes y después de la vacunacion, ni existen diferencias entre los grupos. Las
frecuencias son de (x+EE) 99.2+0.15 en el grupo aerosol comparado con
99.13+0.29 en el grupo subcutaneo (p=0.8) antes de la vacunacién y 90.33+1.42
en el grupo aeosol comparado con 93.22+1.07 en el grupo subcutaneo (p=0.11) a
los 3 meses postvacunacién (Figura 4A).

En las poblaciones de linfocitos TCD4+ CD45RA+ tampoco se observan
cambios en las frecuencias después de la vacunacion, ni diferencias entre los
grupos. Las frecuencias son de (x+EE) 96.78+0.45 en el grupo aerosol comparado
con 95.98+0.53 en el grupo subcutaneo (p=0.2) y de 86.61+2.02 en el grupo
aerosol comparado con 84.48+2.38 en el grupo subcutaneo (p=0.4) a los 3 meses

después de la vacunacion (Figura 4B).
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Figura 3. Linfocitos T CD8+ y CD4+ CD27+. A) Se observa una mayor
frecuencia de linfocitos T CD8+ CD27+ en el grupo subcutaneo antesy alos 3y 6
meses despueés de la vacunacion. C) No se observan cambios en la frecuencia de
linfocitos TCD4+ CD27+ antes y después de la vacunacion. Solo se observa una
mayor frecuencia en el grupo subcutaneo antes de la vacunacién. B y D) Plots
representativos de un paciente.
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meses. B) Se muestran los resultados de un paciente representativo antes, 3y 6
meses después de la vacunacion.
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La poblacién de linfocitos B de memoria se caracteriza por 2 marcadores de
superficie CD19+ para linfocitos B y CD27+ como B de memoria. En este estudio
encontramos un aumento de los linfocitos B de memoria a los 3 meses después
de la vacunacion tanto en el grupo aerosol como en el grupo subcutaneo
(prevacunaciéon vs 3 meses y 3 meses vs 6 meses, p=0.000), sin embargo a los 6
meses se observa una disminucién. No se observan diferencias entre el grupo
aerosol y subcutaneo. Las frecuencias de células B de memoria son (x+EE)
1.85+.014 en el grupo aerosol comparado con 1.84+0.14 en el grupo subcutaneo
(p=0.9) antes de la vacunacion; 3.23+0.43 en el grupo aerosol comparado con
3.0+0.26 en el grupo subcutaneo (p=0.6) a los 3 meses y 1.43+0.3 en el grupo
aerosol comparado con 1.43+0.33 en el grupo subcutaneo (p=0.99) a los 6 meses

después de la vacunacion (Figura 5).

900-
800
700
jg 600+
2 500+
> 400+
iL 300
200~
100+

I Aerosol
I Subcutanea

Basal 3 meses 6 meses

Figura 6. Niveles de interferon gama en sobrenadantes de MNSP estimulados
con sarampion. Se observa un incremento en los niveles de IFNyalos 3y 6
meses después de la vacunacion. No se observan diferencias entre los grupos
(p=0.28 antes, 0.94 alos 3y 0.12 a los 6 meses).
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Se observéd un aumento en los niveles de interferon gama en los
sobrenadantes de mononucleares en cultivo estimulados con antigeno de
sarampion a los 3 y 6 meses después de la vacunacién, sin embargo no se
observaron diferencias entre ambos grupos. Los niveles fueron en el grupo aerosol
(XxtEE) 403+50 pg/mL comparado con 297+53 pg/mL del grupo subcutaneo
(p=0.28); 764450y 799+59 en el grupo aerosol comparado con 769+50 y 667+70
en el grupo subcutaneo a los 3 y 6 meses respectivamente (p=0.94 y 0.12) (Figura

6).

Respuesta inmune humoral

En la respuesta inmune humoral, a los 3 meses después de la vacunacion
no se observaron diferencias en la seroconversion que fue del 95% en el grupo
aerosol comparado con 91% en el grupo subcutaneo (p=0.43). Ambos grupos
recibieron al afio de edad la vacuna triple viral (sarampién, rubeola, parotiditis) y 3
meses después de la aplicaciéon de la triple viral la seropositividad fue de 100%
tanto para el grupo aerosol como el subcutaneo (Figura 7A). Tampoco se
observaron diferencias en los titulos medios geométricos antes de la vacunacion,
a los 3 ni a los 6 meses después de la vacunacion. En el grupo aerosol los titulos
medios geométricos fueron 4 (IC 95% 3-4) antes de la vacunacién, 373 (IC 95%
441-843) a los 3 meses y 1528 (IC 95% 1470-2398) a los 6 meses después de la
inmunizacién comparado con 4 (IC95% 3-6) antes de la vacunacién, 306 (IC 95%
367-597) a los 3 meses y 1214 (IC 95% 1160-2193) 6 meses posteriores a la

vacunacion (p= 0.47, 0.14, 0.49, respectivamente) (Figura 7 B).
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Figura 7. Respuesta inmune humoral. A) No hay diferencias en la
seroconversion entre el grupo aerosol y subcutaneo a los 3y 6 meses
postvacunacion. B) Se observa un aumento en los TMG a los 3 y 6 meses, no se
observan diferencias entre los grupos. La linea indica un nivel protector (> 120).

Respuesta adaptativa

Se realiz6 el andlisis para evaluar la respuesta humoral y su relacién con la
respuesta celular con base en un titulo protector >120 y un IE positivo >3,
encontrando 4 patrones de respuesta inmune (Tabla 2). A los 3 meses después de
la vacunacion encontramos respuesta celular y humoral en 43% del grupo aerosol
y 48% del grupo subcutdneo, solo detectamos anticuerpos en ausencia de
respuesta celular en 52% del grupo aerosol y 43% del grupo subcutaneo,
encontramos solo respuesta celular en ausencia de deteccidon de anticuerpos en
2% del grupo aerosol comparado con 7% del grupo subcutaneo y no se encontrd
ninguna respuesta en 3% del grupo aerosol y 2% del grupo subcutaneo. No se

observaron diferencias entre los grupos aerosol y subcutaneo.

49



Aerosol n=58 Subcutanea n=55 p
Respuesta humoral y celular 43% 48% 0.52
Respuesta humoral 52% 43% 0.15
Respuesta celular 2% 7% 0.38
Ninguna respuesta 3% 2% 0.59

Tabla 2. Respuesta adaptativa

Efectos temporalmente asociados a vacunacion

En general las 2 vias de administracion fueron bien toleradas, no se
reportaron efectos adversos graves ni hospitalizaciones.

En el andlisis de intencion de tratar la mayor frecuencia de efectos
temporalmente asociados a vacunacion fue de rinorrea en 38% del grupo aerosol
comparado con 40% en el grupo subcutaneo, seguido de tos en 26% del grupo
aerosol comparado con 26% en el subcutaneo, fiebre en 21% del grupo aerosol
comparado con 17% en el subcutdneo, diarrea en 17% del grupo aerosol
comparado con 17% del subcutaneo, conjuntivitis en 9% del grupo aerosol
comparado con 6% en el subcutaneo, exantema en 5% del grupo aerosol
comparado con 10% del grupo subcutaneo, artralgias en 1% del grupo aerosol que
no fueron reportadas en el grupo subcutaneo, y otros sintomas en 2% del grupo
aerosol comparado con 4% del grupo subcutaneo. Otros incluyen 2 pacientes con
vOomito en cada grupo y uno con hipo en el grupo subcutaneo.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los efectos

secundarios entre el grupo aerosol y subcutaneo (tabla 3).
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Aerosol n=75 Subcutdnea n=75 p
Fiebre n (%) 16 (21) 13 (17) 0.53
Exantema n (%) 4 (5) 8 (10) 0.22
Conjuntivitis n (%) 7 (9) 5 (6) 0.42
Rinorrea n (%) 29 (38) 30 (40) 0.86
Tos n (%) 20 (26) 20 (26) 0.57
Diarrea n (%) 13 (17) 13 (17) 0.58
Artralgia n (%) 1(1) 0 0.31
Otros n (%) 2(2) 34 0.64

Tabla 3. Efectos temporalmente asociados a vacunacion.
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DISCUSION

La respuesta inmune humoral en nifios que reciben la vacuna de
sarampion en aerosol ha sido demostrada en diversos estudios clinicos. Los
porcentajes de seroconversion varian de estudio a estudio, pero en general se
reporta de 40% a 100% " *#32, Los estudios realizados en nifios escolares que
reciben la vacuna como refuerzo muestran una excelente respuesta
anamnésica de seroconversion y seropositividad ?® y cuando se aplica la misma
dosis como inmunizacién primaria en nifios de 12 meses la respuesta es similar
a la via subcutanea #. Sin embargo, cuando se aplica la misma cepa vacunal
de sarampion en aerosol y a la misma dosis que estudios previos como dosis
primaria en nifios de 9 meses la respuesta es inferior *'. Analizando los
resultados y las condiciones de inmunizacion hemos formulado la hipétesis de
gue la respuesta inmune humoral (medida mediante seroconversién y titulos
medios geométricos) y celular (medida mediante porcentaje de respuesta
celular e indice de estimulacién) mejoraria si se hicieran cambios técnicos como
cambiar el aparato para incrementar la cantidad de aerosol que se administra al
nifio o incrementar la dosis aplicada al nifio mediante incremento de la potencia
o del tiempo de exposicion.

En éste estudio se utilizé la vacuna de sarampién Edmonston Zagreb
fabricada por el Instituto del Suero de la India con una potencia comprobada por
el CAYACC (Comisién de Control Analitico y Ampliacién de Cobertura) en la
ciudad de México de 10 *% en 0.5 mL.

Algunos expertos en el tema han discutido acerca de la dosis que seria

Optima, y sugieren que el frasco que contiene 10 dosis que se diluye
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normalmente en 5 mL, se diluya en 2 mL para incrementar la cantidad de
particulas virales (comunicacion verbal).

De acuerdo con éste concepto las particulas contenidas en 10 dosis de
una vacuna con la potencia que utilizamos en éste estudio son 70,794
particulas virales. Se ha calculado que la dosis aplicada en 30 segundos
equivale a 0.1 mL. Si las 10 dosis se diluyen en 2 mL, 0.1 mL equivalen a 3,539
particulas virales. De éstas el 20% es inhalado por el nifio, por lo que al final
quedarian 707 particulas virales inhaladas. Esta cantidad de particulas es muy
parecida a la utilizada en el estudio previo en nifios de 9 meses en el que solo
hubo un 33% de seroconversion (646), por lo que en éste estudio decidimos
cambiar la estrategia.

Utilizando la vacuna de acuerdo a las especificaciones del fabricante
(dilucion de 10 dosis en 0.5 mL), incrementamos el tiempo de exposicion al
aerosol con base en el supuesto de que un nifio que se encuentra inhalando
una nebulizacién, en el momento que llora tiene de 5 a 10 segundos de apnea
antes de una inspiracion profunda; si solo se pone la vacuna por 30 segundos
entre 1 y 2 terceras partes de la vacuna no se inhalan. Por el contrario, si se
aplica 2 minutos y medio el nifio tendra varias oportunidades de inhalar y
durante el llanto la inhalacién es mas profunda.

De acuerdo a los calculos, una vacuna con la potencia ya mencionada
aplicada por 2 minutos y medio equivalen a 0.5 mL por lo que se aplican en la
vacuna 7,079 particulas virales, de los cuales el 20% es inhalado por el nifio,
por lo que al final entran al organismo aproximadamente 1,415 particulas

virales. La recomendacion de la vacuna de sarampién es que contenga por lo
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menos 1000 particulas virales al final de la fecha de expiracién para producir
una buena respuesta inmune protectora, siendo 20 particulas virales suficientes
para producir una respuesta inmune en individuos susceptibles 3’; por lo que la
dosis aplicada en ésta forma daria resultados equivalentes o mejores en la

respuesta inmune humoral y celular que la vacuna aplicada por via subcutanea.

En éste estudio incrementamos la dosis mediante una mayor exposicion
al aerosol, en lugar de exponer al nifio 30 segundos como se ha realizado en
los estudios previos con buenas respuestas de seroconversion, se expuso al
niio durante 2 minutos y medio, tratando de incrementar el tiempo de

inhalacién del inéculo.

Respuesta inmune a la vacunacién con sarampion en aerosol
Tradicionalmente la respuesta inmune a la vacunacion con sarampion se
mide mediante la respuesta humoral, y son los anticuerpos neutralizantes
medidos mediante la técnica de neutralizaciéon de reduccion en placa los mas
sensibles para definir proteccién a largo plazo (>120 muUl/mL) °%. Sin embargo,
en el caso de las infecciones virales la respuesta celular también juega un papel
muy importante, y en el caso especifico de las vacunas la respuesta celular de
memoria. Una metodologia ampliamente utilizada y aceptada en el ambito
cientifico para medir la respuesta celular desde los 80's ha sido la
linfoproliferacion especifica con timidina tritiada, ésta metodologia solo mide

linfoproliferacion especifica a un antigeno, pero no da informacion de las células
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gue proliferan. En éste estudio disefiamos una metodologia para detectar
cudles son las células que estan proliferando especificamente después de la
vacunacion con sarampién y medimos las células con marcadores de memoria
periférica. Este es el primer estudio que detecta este tipo de células de memoria

en respuesta a la vacuna de sarampion en aerosol.

Respuesta inmune celular

No se observaron diferencias entre los grupos aerosol y subcutaneo en
la respuesta celular, ni en el porcentaje de niflos que presentaron una
respuesta celular medida mediante linfoproliferacion especifica contra
sarampion utilizando timidina tritiada, a los 3 meses ni a los 6 meses después
de la vacunacion. Lo que sugiere que el aumento de la exposicion por via
aerosol produce una respuesta inmune celular equivalente a la via subcutanea.

Debido a que la metodologia que hemos utilizado en estudios previos
detecta la proliferacion especifica contra sarampion, pero no nos permitia definir
gué células son las que estaban dando esta respuesta, desarrollamos una
metodologia para detectar si ésta células que estaban proliferando eran
linfocitos T CD4+ o CD8+ de memoria *.. De acuerdo a estudios previos, la
respuesta inmune especifica a antigeno medida in vitro se da aproximadamente
entre 5y 7 dias, por lo que en éste caso se co-cultivaron in vitro los MNSP de
los nifios con el antigeno de sarampidén para observar una linfoproliferacién. Se
marcaron éstas células con marcadores de células T de memoria central y
efectora ya descritos anteriormente que se habian utilizado para respuesta a

vacuna de influenza con tetrameros 2. En éste caso nosotros detectamos un
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aumento de las células T CD4+y T CD8+ CCR7 "y CD62L" que se describen
como células T de memoria periférica, las cuales no tienen éstos marcadores
de migracion a tejidos linfoides y que se encuentran en la periferia listos para
proliferar en caso de un nuevo contacto con el antigeno **.

Cuando se midieron las poblaciones de células de memoria encontramos
gue existe un incremento en las poblaciones de células T CD8+ de memoria
periférica (CCR7- CD62L-) 3 y 6 meses después de la vacunacion, observamos
una respuesta mayor en el grupo aerosol a los 3 meses, sin embargo a los 6
meses la respuesta es igual en ambos grupos después de que recibieron el
refuerzo con la SRP. Contrario a lo que se ha encontrado en los linfocitos T
CD4+ de memoria (CCR7- CD62L-) en los que se observa un aumento en las
poblaciones después de la vacunacion, pero no hay diferencias entre los grupos
aerosol y subcutaneo. A los 6 meses la respuesta es igual después de la
revacunacion con SRP en donde observamos el efecto de la respuesta de
refuerzo; sin embargo a los 3 meses, éste estudio sugiere que se producen mas
linfocitos TCD8 de memoria en el grupo aerosol.

Las poblaciones celulares CD8+ CD27+ fueron siempre menores en el
grupo aerosol antes y después de la vacunacion, en los CD4+ CD27+ no se
observaron diferencias. El marcador CD27+ se ha asociado a la generacién de

células de memoria en los linfocitos T CD4+ ** %3

, Y en linfocitos T CD8+ se
asocia al desarrollo de células T CD8+ de memoria mediante la prevencion de
apoptosis y estimulacion de células T CD8+ virgenes “* % ®_ Desde el inicio del

estudio se observa una menor cantidad de células TCD8+ CD27+ antes de la
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aplicacion de la vacuna, por lo que no se atribuye éste fendmeno a la
vacunaciéon por aerosol.

Cuando medimos el marcador CD45RA no se observaron diferencias
entre los grupos antes ni después de la vacunacion. Este marcador solo, se
asocia a células virgenes que no han estado en contacto previo con otros
antigenos, éste hallazgo es esperado ya que siempre existe una cantidad de
células virgenes circulantes en sangre periférica en los sujetos y la vacunacion
no afecta a éstas poblaciones si se hacen mediciones en el tiempo. Si se
hubiera medido en el momento de la vacunacion probablemente esta poblacion
hubiera disminuido su tamafio debido a que adquieren el marcador CD45RO
gue es un marcador de activacion y memoria. En un estudio reportado en la
literatura, CD45RA junto con CCR7- clasifica a los linfocitos T CD8+ en:
virgenes cuando tienen CD45RA+ CCR7+, efectores CD45RA- CCR7-,
memoria central cuando tienen CD45RA- CCR7+, memoria efectora CD45RA-
CCR7- y memoria efectora activada RA CD45RA+ CCR7- ®. Se intent6
realizar el analisis de las subpoblaciones de CD8+ CCR7- y CD45RA, pero
cuando se abrieron las ventanas para CD8, CCR7- y CD45RA la frecuencia de
las poblaciones fue muy baja o casi nula, por lo que no se pudo analizar éste

tipo de poblacion.

La poblacion de linfocitos B de memoria se caracteriza por 2 marcadores
de superficie CD19+ para linfocitos B y CD27+ como B de memoria **. En este
estudio encontramos un aumento de los linfocitos B de memoria a los 3 meses

después de la vacunacion tanto en el grupo aerosol como en el grupo
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subcutaneo, sin embargo a los 6 meses se observa una disminucion. No se
observan diferencias entre el grupo aerosol y subcutaneo. Esta disminucion a
los 6 meses podria estar condicionada por un mayor nimero de células B de
memoria que al ser estimuladas por el antigeno de sarampion se diferencien en
células plasmaticas para la produccion de anticuerpos, ésta teoria podria
haberse corroborado si éstas células estimuladas con sarampion por 5 dias
también se hubieran tefiido con anticuerpos monoclonales contra CD138

SYNDECAN | para detectar células plasmaticas >

, Sin embargo como éste
hallazgo se encontré después de tefiir y medir las frecuencias celulares de toda
la poblaciéon de estudio, no fue posible medir éstas poblaciones de células
plasmaticas.

Las concentraciones de IFN-y liberado por células T estimuladas con
antigeno de sarampion in vitro no fueron diferentes cuando se midié ésta
citocina en cada uno de los grupos para medir la inmunidad especifica de
células T contra sarampion.

Estos resultados apoyan el concepto de que el aumento de la dosis
produce una respuesta inmune celular equivalente al grupo subcutaneo e

incluso generan mas células TCD8+ de memoria 3 meses después de la

vacunacion.

Respuesta inmune humoral

Aun cuando no hay diferencias estadisticamente significativas, hay una

tendencia a una mayor seroconversion en el grupo aerosol (95%) comparado
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con el subcutdneo que fue de 91%. Este porcentaje de seroconversion en el
grupo aerosol, es comparable con porcentajes de respuesta previamente
descritos al aplicar la vacuna de sarampion en aerosol en nifios de 9 meses en

los que usan una potencia de la vacuna mas alta (10 >? y 10 *°) " %

y es
mayor que el estudio previo en nifios de 9 meses que recibieron el aerosol en el
que se reporta 33% de seroconversién 3. Esto corrobora que es necesario
utilizar una dosis mayor para inmunizar nifilos de 9 meses por el método de
aerosol, ya que en 12 meses la seroconversion (91%) fue adecuada con una
dosis menor. A los 6 meses después de la vacunacion, el 100% de los nifios
presentan una seropositividad a sarampion, 3 meses después de recibir su
refuerzo con SRP por via subcutdnea. Este aumento en la seropositividad es el
efecto de refuerzo con la dosis de sarampion que se aplica 3 meses después>’.

Los TMG fueron equivalentes a los 3 y 6 meses en el grupo aerosol y
subcutaneo, corroborando la buena respuesta humoral a una dosis mayor de
aerosol en niflos de 9 meses. A los 6 meses incrementaron significativamente
los TMG en ambos grupos como respuesta a la dosis de refuerzo que
recibieron los nifios al afio de edad mediante la SRP.

Fernandez de Castro reportd 100% de seroconversién en nifios de 9
meses que recibieron la vacuna en aerosol, quienes recibieron una dosis de 10
*% TCIDsp por 0.5 mL, con una dosis estimada retenida de 1,265 particulas
virales #. Esta cantidad de particulas virales fue alcanzada también en éste
estudio mediante el incremento del tiempo de exposicién del aerosol utilizando
una vacuna con una potencia menor, siendo el calculo de aproximadamente de

1,415 particulas virales inhaladas.
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Induccién de respuesta adaptativa a la vacuna de sarampién

De acuerdo a los estudios previos de la respuesta inmune a la vacuna de
sarampion en aerosol en donde se analiza la respuesta adaptativa con base en
el patrén de los titulos de anticuerpos y su relacion con el indice de
estimulacién se encontraron 4 patrones de respuesta inmunolégica:

Primer patron: respuesta de anticuerpos protectora con respuesta celular
positiva. Esta respuesta se encontré en 43% del grupo aerosol y 48% del grupo
subcutaneo (p=0.52). Este patron de respuesta sugiere que se esta
estimulando tanto la respuesta Thl como la respuesta Th2 al antigeno vacunal,
en la misma proporcién en el grupo aerosol como subcutaneo.

Segundo patron: una respuesta humoral con titulos protectores de
anticuerpos, con respuesta celular negativa. Esta respuesta se encontré en
52% del grupo aerosol y en 43% del grupo subcutaneo (p=0.38). Este es un
patron de respuesta que ha sido descrita en estudios previos en nifios que se
han vacunado con la vacuna de sarampion por via subcutdnea y en los que se
detecta en mayor proporcién la respuesta humoral que la celular 3 3 %, Este
patrén puede ser atribuido a la dificultad de detectar células T especificas
contra sarampidén en la sangre periférica de algunos vacunados, mas que a una
falla para desarrollar una respuesta inmune de células T especifica.

Tercer patrén: respuesta de anticuerpos no protectores, con respuesta
celular positiva. Esta respuesta se encontré en 2% del grupo aerosol y en 7%
del grupo subcutaneo (p=0.15). Un pequefio niumero de reportes de casos y
datos epidemioldgicos limitados sugieren que algunos individuos estan

protegidos de la enfermedad natural aun con niveles bajos o indetectables de
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anticuerpos en el momento de la exposicion °® ®’. Hay evidencias que sefialan
gue en algunas personas que son vacunadas contra sarampion puede haber
una respuesta celular mayor o mas duradera en ausencia de una respuesta
humoral **. La proteccién a largo plazo en presencia de inmunidad celular y
ausencia de inmunidad humoral no se conoce, pero se ha sugerido que la
respuesta celular juega un papel importante en la defensa del hospedero contra
gérmenes intracelulares, incluyendo virus *°. Es probable que individuos con
éste patrén tengan proteccion contra sarampion a pesar de tener titulos bajos
de anticuerpos. Desafortunadamente en el presente estudio, el nimero de
nifios con este patron es muy pequefio y no permite derivar conclusiones de las
diferencias encontradas en torno a la via de vacunacion.

Cuarto patron: una respuesta de anticuerpos nula o no protectora, con
respuesta celular negativa. Esta respuesta se encontr6 en 3% del grupo
aerosol comparado con 2% del grupo subcutaneo (p=0.59). En contraste con el
estudio previo de aerosol en nifios de 9 meses *! en el que 8% del grupo
aerosol no tuvieron ninguna respuesta, en éste estudio con una mayor dosis
sélo el 3% no respondieron y no hubo diferencias significativas con el grupo
subcuténeo.

Este estudio mostré 4 patrones de respuesta inmune siendo las mas
frecuentes la induccibn de ambas vias tanto humoral como celular y la
induccion de anticuerpos en ausencia de respuesta celular. La ausencia de
respuesta tanto humoral como celular se presentd en un pequefio porcentaje de

ambas vias y en un pequefio porcentaje solo respuesta celular. Estos

porcentajes coinciden con los estudios previos en 12 y 9 meses > 3! Aun

61



cuando todavia no sabemos el papel de la inmunidad celular en la proteccion
contra la enfermedad a largo plazo, éste estudio sugiere que la medicién de la
respuesta celular es Gtil en la evaluaciéon de la respuesta inmune a la vacuna de
sarampion.

En éste estudio se muestra que la administracion de la vacuna por via
aerosol induce células T especificas de memoria contra sarampion en nifos,
gue se induce un patrén de respuesta inmune adaptativa en la misma magnitud
gue la vacuna administrada por via subcutanea. Se corrobora que el aumento
en el tiempo de exposicion de la dosis administrada en aerosol produce una
respuesta inmune humoral, celular y adaptativa equivalente al grupo

subcutaneo.

Papel de los anticuerpos pasivos maternos en la inmunizacion por aerosol

El segundo objetivo del estudio fue comparar las respuestas celular y
humoral en ambos grupos de acuerdo al nivel de anticuerpos pasivos maternos,
sin embargo contrario a los estudios previos en donde se habia reportado que
30% de hijos de madres vacunadas a los 9 meses presentan anticuerpos
pasivos maternos *°, y en el estudio previo en nifios de 9 meses a quienes se
aplicé vacuna de sarampion en aerosol en donde soélo el 12% de la poblacién

tenfa anticuerpos pasivos maternos

; en éste estudio solo el 2% del grupo
subcutaneo presentd anticuerpos pasivos maternos y ningun nifio del grupo
aerosol presentd anticuerpos pasivos maternos, por lo que no fue posible hacer

un andlisis estratificado para ver si existen diferencias en la respuesta inmune
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de acuerdo a la forma de inmunizacion en la presencia de anticuerpos pasivos

maternos.

Respuesta a una segunda revacunacion

De acuerdo a los estudios del grupo de Stanford, una primera dosis de
sarampion antes del afio de edad con un refuerzo al afio incrementa la
respuesta inmune **, por lo que una de nuestras hipétesis era que debido a que
la vacunacion con sarampion en aerosol es muy potente, si ésta se aplicaba
antes del afio de edad aumentaria la respuesta al aplicar una segunda dosis de
refuerzo en forma de triple viral (sarampion, rubeola y paperas) que se aplica a
los 12 meses de edad. El tercer objetivo del estudio consistid en evaluar si la
respuesta a una revacunacién con sarampién era mayor en el caso del grupo
de nifios que fueron vacunados por la via aerosol, sin embargo el porcentaje de
nifos con anticuerpos protectores e indice de estimulacién positivo, asi como
los titulos medios geométricos y el indice de estimulacién fueron comparables
entre el grupo aerosol y subcutdneo a los 6 meses después de la vacunacion
inicial con sarampion y 3 meses después de que recibieron todos la SRP por
via subcutanea. En ambos grupos se observa el efecto de refuerzo tanto en la
inmunidad humoral como celular de la vacuna SRP, sin embargo no se

observan diferencias entre los grupos.

Inmunosupresién asociada a la vacunacién
Se ha descrito inmunosupresién transitoria en caso de pacientes que

padecen sarampién durante el primer mes después de la enfermedad *?
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% En nuestro estudio no se

ademas de algunos pacientes vacunados
observaron diferencias en las respuestas de linfoproliferacion especifica
medidas mediante timidina tritiada contra toxoide tetanico, que es un antigeno
bacteriano. Esta medicién se planedé inicialmente pensando en que la vacuna
pudiera tener algun efecto inmunosupresor, sin embargo no se observo ningun
efecto supresor en la respuesta de linfoproliferacion a un antigeno diferente al
contenido en la vacuna de sarampion, ni al antigeno de sarampion en si, ni se
observaron diferencias en la respuesta entre el grupo aerosol y subcutaneo. Por

lo que podemos concluir que la vacunacién por via aerosol o subcutanea no

produjo inmunosupresion transitoria en nuestra poblacion de estudio.

Efectos temporalmente asociados a vacunacion

No se observaron diferencias en los efectos temporalmente asociados a
la vacunacién con la administracion de la vacuna por ambas vias.

Los efectos secundarios fueron equivalentes en ambos grupos. Los
efectos secundarios més frecuentemente encontrados fueron rinitis, tos, diarrea
y fiebre, que coincide con los efectos secundarios mas frecuentes encontrados

en el estudio previo realizado en nifios de 9 meses **

; sin embargo el
porcentaje de nifios afectados por estos efectos secundarios fue mas bajo en
éste estudio.

En general se concluye que el tiempo de exposicién a la vacuna de

sarampion en aerosol utilizado en éste estudio es bien tolerada en ésta

poblacién.
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Finalmente, los resultados del presente estudio demostraron que se
inducen respuestas de células T y/o respuestas humorales con niveles protectores
de anticuerpos en la mayoria de los nifios que reciben la vacuna en aerosol y que
es importante incrementar el tiempo de exposicion al aerosol en nifios de 9 meses
para poder obtener una respuesta equivalente a la administracion subcutanea de
la vacuna. Las ventajas principales de la via de administracion en aerosol podrian
estar encaminadas a si es (til para inmunizar a nifilos menores de 12 meses de
edad en donde la presencia de anticuerpos pasivos no permite una adecuada
respuesta inmune al aplicar la vacuna por via subcutanea y en quienes la
respuesta inmune estd menos desarrollada y es menor. La vacuna de sarampion
administrada por via aerosol puede tener ventajas practicas (vacunacién masiva,
evita uso de jeringa y aguja, disminuye el riesgo de infecciones adquiridas por

inyecciones) pero aun se necesita mayor evaluacion.
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CONCLUSIONES

Al aumentar el tiempo de exposicién de la vacuna administrada por via

aerosol comparada con la via subcutanea encontramos lo siguiente:

En la respuesta inmune celular medida por el método de incorporacion de
®H-timidina se observa un aumento en el porcentaje de respuesta celular e indice
de estimulacién a los 3 y 6 meses después de la vacunacion por ambos métodos
de aplicacion de vacuna. No se encontraron diferencias entre las dos vias de
administracién. Sin embargo, se observa un aumento a los 6 meses después de la
vacunacion con sarampion, 3 meses después de recibir el refuerzo con SRP en el
grupo aerosol.

Mediante la técnica de citometria de flujo detectamos un aumento de los
linfocitos T CD8+ y T CD4+ de memoria a los 3 y 6 meses después de la
vacunacion.

Se observl una mayor frecuencia de la poblacién de los linfocitos T CD8+
de memoria efectora periférica (CCR7- CD62L-) en el grupo aerosol comparado
con el subcutaneo a los 3 meses después de la vacunacion. Sin embargo a los 6
meses no se observan diferencias significativas.

Se observa un aumento en las poblaciones de linfocitos B de memoria
(CD19+ CD27+) a los 3 meses postvacunacion, que disminuyen a los 6 meses, sin

diferencias significativas entre las dos vias de administracion.
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No se observan diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje
de seroconversion ni en los titulos medios geométricos entre el grupo aerosol y
subcuténeo.

Se observan 4 patrones de respuesta inmune adaptativa con base en los
niveles de anticuerpos y su relacion con la respuesta celular, siendo los mas
frecuentes ambas respuestas y respuesta humoral, menor frecuencia sélo
respuesta celular o ninguna, mismos patrones que coinciden con los estudios
previos. No se observan diferencias entre el grupo aerosol y subcutaneo.

No observamos diferencias en los efectos temporalmente asociados a
vacunacion entre el grupo aerosol y subcutaneo. El incremento en el tiempo de
exposicion a 2.5 minutos de la vacuna administrada por via aerosol en nifios de 9

meses es bien tolerada.

En resumen, encontramos que al aumentar la dosis administrada
mediante la prolongacidon del tiempo de exposicion a la vacuna de sarampion
por via aerosol respecto a dosis utilizadas en estudios previos en nifios de 9
meses de edad, la respuestainmune es equivalente a la de nifilos que reciben
la vacuna por via subcutanea. Demostramos por primera vez que la
administracion por mucosas de la vacuna de sarampion de virus Vvivos
atenuados Edmonoston Zagreb induce células T CD4+ y TCD8+ de memoria
periférica especificas contra sarampién, asi como células B de memoria
especifica contra sarampién. La dosis utilizada de vacuna de sarampién en

aerosol es bien tolerada por nifios de 9 meses.
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ANEXO 1

Titulo del proyecto: Evaluacién de la inmunogenicidad de la aplicacién de la vacuna de sarampién por
via aerosol en nifios sanos de 9 meses de edad

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Estimados Padres de Familia:

Debido a que sigue habiendo casos de sarampidn en el mundo, es importante desarrollar otros métodos de
aplicacion de vacuna de sarampidn que sean mas baratos y efectivos. El Departamento de Medicina
Experimental de la Facultad de Medicina de la UNM Yy el servicio de Pediatria del Hospital General de
Meéxico estéan realizando un trabajo para evaluar el desarrollo de defensas en los nifios de 9 meses de edad a la
vacuna contra sarampidn. La vacuna que se aplicara es la misma que se aplica todos los dias en México y se
administrara por inyeccion subcutanea en el brazo izquierdo del nifio o bien, por el método de aerosol (spray o
rocio) sobre las mucosas de la nariz y garganta de su hijo. Ambas formas de administracién de la vacuna son
seguras y han sido usadas con gran éxito en varios estados de la RepUblica Mexicana y en otros paises. Este
proyecto de investigacién corresponde a investigacién con riesgo minimo.

El objetivo principal de este trabajo es verificar que al aplicar la misma cantidad de dosis de vacuna de
sarampion por via aerosol se produzca una respuesta inmune en los nifios similar a la via subcuténea. La via
de administracion en aerosol podria ayudar a vacunar a nifios menores de 1 afio de edad y a vacunar una gran
cantidad de nifios en un tiempo muy corto y se ha sugerido que es Gtil para ayudar a erradicar el sarampidn de
México y otros paises.

La aplicacion de la vacuna por aerosol tiene muchas ventajas porque se aplica mas facilmente al evitar la
inyeccién y ademas se puede vacunar a muchos nifios a la vez.

Si usted decide que su hijo(a) participe en este trabajo, personal de la UNAM vy del Hospital General se
encargara de:

a) Realizar una evaluacion general de su estado de salud

b) Efectuara una valoracién de su estado nutricional.

c) Sele aplicara gratuitamente la vacuna triple viral (contra sarampion, rubéola y paperas)

d) Conocera su grupo sanguineo y Rh.

Este trabajo consiste en la aplicacién de la vacuna contra el sarampidn, ya sea por medio de una inyeccion o
por via aerosol, asi como la obtencién de tres muestras sanguineas de su bracito de aproximadamente una
cucharada:

a) Momentos antes de aplicarle la vacuna

b) A los tres meses después de haberle aplicado la vacuna

c) A los tres meses después de haberle aplicado la SRP (sarampion, rubéola y paperas)

La primera muestra es indispensable para conocer el numero de anticuerpos (defensas) de su hijo(a) antes de
aplicarle la vacuna y poder comparar los resultados con la muestra posterior. La segunda es para saber si el
organismo de su hijo responde adecuadamente y quedo realmente protegido contra el sarampion. La tercera es
para ver si esta mas protegido después de haber aplicado un refuerzo con una vacunacion previa.

El material que se utiliza es nuevo y desechable, exclusivo para cada nifio(a).En algunos casos es posible que
el nifio presente un poco de dolor y raramente un moreton en el sitio de la puncion.

Si su hijo(a) participa, personal de salud altamente capacitado le hara algunas preguntas para conocer los
antecedentes de salud de su hijo(a) y obtendra las muestras sanguineas, se le dara respuesta a cualquier
pregunta y aclaracion a cualquier duda acerca de los procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos
relacionados con la investigacion y el tratamiento del nifio.

73



La vacuna contra el sarampion es segura y en cualquiera de sus formas de aplicacion solo produce algunas
molestias leves, propias de la vacuna, como: dolor de cabeza (5%), tos (7%), rinitis (3%), diarrea (1%),
calentura leve (5-15%) y en algunos casos puede presentarse una ligera erupcion en la piel (5%) que se quita
sola y no es contagiosa 0 enrojecimiento de los 0jos en caso de la administracion en aerosol (7%) que cede
espontaneamente.

Su participacién en este trabajo ayudara a que nuestros nifios tengan mejores vacunas y una mejor salud. Toda
la informacion que usted proporcione sobre la salud de su hijo(a) sera confidencial, se le proporcionara
informacidn actualizada obtenida durante el estudio y si Ud. lo desea podra retirar a su hijo de este estudio en
el momento que lo decida, sin que ello repercuta en la atencion que siempre se le ha brindado por parte de los
servicios de salud, SIN EMBARGO NO PODEMOS PROMETER QUE UD. RECIBIRA ALGUN
BENEFICIO ADICIONAL CON SU PARTICIPACION EN ESTE TRABAJO.

En caso necesario se dard el tratamiento médico y la indemnizacion a que legalmente tendra derecho, por
parte de la institucion de atencidn a la salud, en el caso de dafios que la ameriten, directamente causadas por la
investigacion y si existen gastos adicionales, éstos seran absorbidos por el presupuesto de la investigacion.

En caso de que Ud. tenga alguna duda, puede consultar al Dr. Bogart Espinosa Torres Torija 0 a la Dra.
Brenda Hernandez Pérez al teléfono 2789-2000 Ext. 1417 las 24:00 hrs, o a la Dra. Hilda Hidalgo Loperena al
teléfono 2789-2000 Ext. 1368 las 24hrs, o la Dra. Rosa Maria Wong Chew al 5623-2675 las 24 horas.

Los bebés como seres humanos tienen derechos. Al participar en este trabajo, Ud. Como tutor debe hacer uso
entre otros, de los siguientes derechos:

1.- Estar informado de la naturaleza y propésito de este trabajo.

2.- Recibir una explicacion detallada de los procedimientos que se realizaran con su bebé y sobre cualquier
medicamento utilizado.

3.- Recibir una descripcion de cualquier molestia o riesgo razonable que pudiera presentarse.

4.- Recibir una explicacién de cualquier beneficio razonable que lo pudiera favorecer.

5.- Recibir informacion acerca de cualquier medida alternativa, asi como medicamentos u otro tipo de
tratamientos que pudieran ser (tiles para el menor, asi como de los beneficios y riesgos relativos que
conllevan.

6.- Ser informado de las opciones de tratamiento en caso de que estén disponibles, si llegar a presentar
complicaciones.

7.- Que tenga la oportunidad de hacer cualquier pregunta referente al trabajo o a los procedimientos
involucrados.

8.- Ser instruido de que la aceptacion en este trabajo puede ser retirada en cualquier momento y sin detrimento
0 perjuicio para el menor.

9.- Que le sea entregada una copia de este consentimiento, firmada y fechada.

10.- Que tenga Ud. La oportunidad para decidir acerca de su aceptacion o negativa a participar en este trabajo,
sin la intervencidén de cualquier fuerza, fraude, mentira, presion, coercion o influencia indebida sobre su
decision.

Su firma indica que ha leido y comprendido el contenido de esta carta, que ha hecho las preguntas que Ud.
Considero oportunas y le han sido respondidas adecuadamente, que esta de acuerdo en que su hijo(a)
participe, con base en la informacién recibida y que se le ha entregado una copia de este consentimiento.

NOMBRE DEL NINO FECHA

NOMBRE DEL PADRE, MADRE O TUTOR FIRMA DEL PADRE, MADRE O TUTOR
FIRMA TESTIGO FIRMA TESTIGO

DOMICILIO DOMICILIO
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