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Resumen

Introduccion

La inmunoterapia especifica subcutanea (ITESC) es el tratamiento de eleccion
para la rinitis alérgica (RA) y el mecanismo parece estar relacionado entre otros
cambios inmunologicos con el incremento de interleucina 10 (IL-10). Su inicio de
accion es de 6 meses en promedio, lo que coincide con la mejoria clinica.
Actualmente se estan investigando estrategias para mejorar y acelerar su inicio de
accion. En otras patologias, se ha demostrado que la vitamina D (VitD) acelera el
inicio de accién de la inmunoterapia, concomitante con un incremento en IL-10. En
este trabajo estudiamos la VitD administrada como adyuvante a la ITESC y su

efecto sobre el inicio de accion y la IL-10 plasmatica en nifios con RA.

Objetivo

Investigar la eficacia y seguridad de la vitamina D como adyuvante a ITESC para
acelerar su inicio de accién y analizar el comportamiento de IL-10 en nifios con

diagndstico de RA.

Material y métodos

Realizamos un ensayo clinico aleatorizado controlado con placebo. Incluimos a 40
nifios y 40 niflas de 3 a 12 afios de edad con diagndstico de RA y/o asma, con
niveles de VitD inferiores a 30 ng/mL, IMC percentilado normal para la edad.
Fueron aleatorizados en dos grupos: ITESC mas VitD (1 tableta de 1600Ul/dia

oral) e ITESC mas placebo (1 tableta de placebo/dia oral). Se realizaron



valoraciones y medidas repetidas en los tiempos basal, a los 3 y a los 6 meses,
evaluando respuesta clinica con escalas validadas (Control of Allergic Rhinitis and
Asthma Test for Children Score, CaratKids), biomarcadores (linfocitos, neutréfilos,
eosindfilos, baséfilos, monocitos, inmunogobulinas, citologia nasal, cristales de
Charcot-Leyden) y citocinas plasmaéticas (IL-10, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL13, IL-

17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IFN-y y TNF-a).

Resultados

Mientras a los 6 meses de tratamiento, los dos grupos fueron similares en
CaratKids (VitD=2.94 DE+2.5 vs placebo= 3.71 DE£3.3; p=0.288), a los 3 meses el
grupo de ITESC mas VitD alcanzd un valor menor que el placebo (VitD=3.18
DE+2.3 vs placebo=6.05 DE+2.8; p=<0.001). En el grupo de VitD, IL-10, IL-17A e
IFN-y incrementaron a los 3 meses en comparacion con los valores basales
(p=<0.001) y disminuyeron los basdfilos (p=0.018), eosinofilos séricos (p=0.038) y
nasales (p=0.046). En el grupo placebo también disminuyeron los eosinoéfilos
nasales (p=0.03) y PMN nasales (p=0.05) a los 3 meses. No se presentaron

efectos adversos en el grupo de vitamina D.

Conclusion

Los nifios/as con RA que recibieron 1600 Ul de vitamina D como adyuvante a la
ITESC mejoraron sus sintomas clinicos en menos tiempo (3 meses) comparado
con los nifios/as que recibieron ITESC mas placebo. Las variables clinicas y los

biomarcadores fueron similares a los 6 meses. IL-10, IL-17A, IFN-y, baséfilos y



eosindfilos juegan un rol en la modulacion inmunologica y clinica mas temprana

cuando se administra VitD los 3 primeros meses como adyuvante a ITESC.

Palabras clave: asma; citocinas; inmunoterapia; nifios, rinitis alérgica; tolerancia,

vitamina D.



Abstract

Background

Subcutaneous specific immunotherapy (IT) is the treatment of choice for allergic
rhinitis (AR) and the mechanism seems to be related among other immunological
changes with increased interleukin 10 (IL-10). Its onset of action is 6 months on
average, coinciding with clinical improvement. Currently they are researched
strategies to improve and accelerate its onset of action. In other diseases, it has
been shown that vitamin D (VitD) accelerates the onset of immunotherapy,
concomitantly with an increase in IL-10. In this paper we study the VitD
administered as an adjunct to IT and its effect on the onset of action and IL-10

plasma in children with RA.

Outcomes

We aimed to investigate the efficacy, safety, and biomarkers response of vitamin D

as an adjunct to allergen-specific immunotherapy (SCIT).

Methods

In this prospective, randomized, placebo-controlled study, we included sixty
children with allergic rhinitis and were randomized into two groups as:
subcutaneous IT (IT) with vitamin D supplementation (1600 U/day; n: 30) and
subcutaneous IT (IT) with placebo supplementation (placebo; n: 30). All patients
were evaluated at baseline, 3th and 6th months for scorings of symptoms and

biomarkers. In addition, 13 cytokines responses were assessed.



Results

While at 6 months of treatment, the two groups were similar in CaratKids (VitD =
2.94 DE + 2.5 vs placebo = 3.71 + 3.3; p = 0.288) at 3 months the VitD group was
lower than placebo (VitD = 3.18 + 2.3 vs placebo = 2.8 + 6.05 DE; p = <0.001). In
the group of VitD, IL-10, IL-17A and IFN-y increased at 3 months compared to
baseline (p = <0.001) and decreased basophils (p = 0.018), serum and nasal
eosinophils (p=0.038 and 0.046 respectively). In the placebo nasal eosinophils
(p=0.03) and nasal PMN (p=0.05) decreased at 3 months. No adverse effects were

reported in the group of vitamin D.

Conclusion

Children with AR who received 1600 IU of vitamin D as an adjunct to IT improved
their clinical symptoms in less time (3 months) compared to children who received
placebo. Clinical variables and biomarkers were similar at 6 months. IL-10, IL-17A,
IFN-y, basophils and eosinophils play a role in early clinical and immune

modulation.

Keywords: allergic rhinitis; asthma; children; cytokines; immunotherapy; tolerance;

vitamin D.



Antecedentes
Rinitis alérgica

Rinitis alérgica (RA) es una enfermedad cronica e inflamatoria de la mucosa nasal,
gue se manifiesta clinicamente con rinorrea hialina anterior y posterior abundante
y continua, estornudos, prurito y obstruccion por lo general bilateral y en balanza
que dificulta el flujo aéreo nasal'. Cuando los signos y sintomas de la RA estan
presentes constantemente, se los conoce como perenes; y cuando estan
presentes solo en algunas épocas del afio, son llamados estacionales®. La
incrementada prevalencia de RA en edad pediatrica tiene importante relevancia,
especialmente porque deteriora significativamente la calidad de vida de los

nifios/as y sus padres®.

Epidemiologia

La rinitis alérgica es una enfermedad con elevada prevalencia, que se ha
incrementado en los paises industrializados en las Ultimas décadas®. El Estudio
Internacional sobre Asma y Alergias en la Infancia (The International Study of
Asthma and Allergies in Childhood, ISAAC)°, nos muestra en 3 fases los datos de
las tres enfermedades alérgicas mas frecuentes en la poblacion infantil: asma,
rinitis alérgica y eccema atépico. En una primera fase se midi6é la prevalencia de
los sintomas en la poblacion constituida por nifios de 6 a 14 afios de edad. En la
fase 2 se realizaron pruebas diagnédsticas y en la fase 3 se determiné de nueva
cuenta la prevalencia de los sintomas alérgicos para estimar la tendencia temporal
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después de cinco afios®. La prevalencia en Europa es de 15%, en Estados Unidos
entre 18 y 30%, en Australia de 35% y en México se estima una prevalencia
general de 5.5% en nifios, aunque varia mucho de acuerdo a las series y lugares
estudiados®. RA y asma son enfermedades comérbidas; un alto porcentaje de
pacientes con rinitis (20-40%) tiene asma, mientras que 30 a 50% de los casos
con asma tienen rinitis®. Se ha sugerido que el tratamiento 6ptimo de RA puede
prevenir o retrasar la aparicién de asma y disminuir la enfermedad existente®. En
México la prevalencia general de RA en pacientes escolares es de 11.6%, en la
Ciudad de México es17.2%, en Villahermosa es 13.9% y en Mérida es 13.5%°".
En adolescentes de todo el mundo se estima la prevalencia de RA de 14.6%, mas
alta en Africa de 18% y en América Latina de 17.3%, mientras que en el norte y
este de Europa es de 9.2%>’. En México la prevalencia general de rinitis alérgica
en adolescentes es de 15.4%, sobre todo en Mexicali (28.1%), Villahermosa

(17.7%), Mérida (15.7%) y Ciudad de México (centro 14.7%)>".

Fisiopatologia e inmunologia.

Para entender la fisiopatologia y la inmunopatologia de la rinitis alérgica, es
necesario revisar la clasificacién de hipersensibilidad de Gell y Coombs®. Las
reacciones de hipersensibilidad pueden distinguirse por el tipo de inmunorreaccion
y por diferencias en las moléculas efectoras generadas durante la evolucion del
fenémeno®. En las reacciones de hipersensibilidad inmediata, diferentes isotipos

de anticuerpos inducen moléculas efectoras de inmunidad especificas®. Los
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anticuerpos IgE, por ejemplo, promueven la de-granulacion de los mastocitos
(también llamados células cebadas) con liberacion de histamina y otras moléculas
con actividad biolégica'®. En contraste, los anticuerpos IgG e IgM inducen
reacciones de hipersensibilidad al activar el complemento. Las moléculas
efectoras que participan en las reacciones de complemento son el complejo de
ataque a membrana y los productos del desdoblamiento del componente C3a y
C5a'’. Las moléculas efectoras de las reacciones de hipersensibilidad tardia son
diversas citocinas que las células Th (“help” células T cooperadoras o ayudadoras)
o las células Tc (citotoxicas) activadas secretan'?. La propuesta de clasificacién de
las reacciones de hipersensibilidad es en cuatro tipos®. Tres de ellos se producen
dentro de la rama humoral y son mediados por anticuerpo o por complejos
antigeno-anticuerpo: mediadas por IgE (tipo 1), mediadas por anticuerpo (tipo Il) y
mediadas por inmunocomplejos (tipo Ill). Un cuarto tipo de hipersensibilidad
depende de las reacciones que ocurren dentro de la rama mediada por células y
se denomina hipersensibilidad tardia o DTH (tipo IV) ' Las complejas
combinaciones de inmunorreacciones humorales y mediadas por células y
mecanismos efectores estan presentes en las enfermedades alérgicas®®. La rinitis
alérgica es causada por una reaccion de hipersensibilidad de tipo | mediado por
IgE®. La hipersensibilidad de tipo | es responsable en gran parte de la
fisiopatologia e inmunopatologia de RA; sin embargo, su funcion biologica es la
defensa frente a parasitos y helmintos® 3. Se divide en dos fases: fase de

sensibilizacion y fase efectora (también llamadas temprana y tardia) **3.
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Fase de sensibilizacion.

El ser humano y su sistema inmunolégico se encuentran en interaccion constante
con diversos antigenos. Algunos de ellos, en conjuncion con la susceptibilidad
biolégica y genética del huésped, pueden generar una respuesta clinica no normal
o de hipersensibilidad, la cual es mediada por la produccion exagerada de
inmunoglobulina de tipo IgE, lo que conocemos como atopia’*. Por lo general,
llamamos alérgenos, a los antigenos que podrian ser los responsables de esta
respuesta exagerada, y que en la mayoria de los casos, su naturaleza es
proteinica® ***. Un alérgeno se define como una proteina o hapteno que puede
inducir la formacién de anticuerpos especificos de tipo IgE™. Los alérgenos
provienen de varias fuentes bioldgicas, los mismos que pueden encontrarse
adentro y afuera de las viviendas, conocidos como intramuros y extramuros®®. Los
mas importantes son las proteinas de &caros, mascotas como gatos y perros,
cucarachas, hongos, polenes de arboles, pastos y malezas, abejas, avispas y
hormigas; asi como también de algunos alimentos y medicamentos'®. Cuando los
alérgenos son transportados hacia las barreras epiteliales son captados por
células presentadoras de antigeno (CPA)°. Las CPA los degradan y procesan para
después en los ganglios linfaticos regionales presentar los péptidos procesados a
los linfocitos T Naive o “virgenes” mediante el complejo mayor de
histocompatibilidad clase 1l (MHCII) expresado por las CPA a los receptores de
células T (TCR)Y. En presencia de un microambiente provisto de IL-4 e IL-13,
estos pueden diferenciarse a subpoblaciones Th2, por medio de la estimulacion de

la via STAT6, lo que deriva en la activacion del factor de transcripcion GATA3 que
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induce la sintesis de IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. La IL-4 e IL-13 promueven ademas la
diferenciacion del linfocito B a célula plasmética y, en consecuencia, también
estimulan el swtich para la produccion de IgE  especifica® ** *7. La activacién
del linfocito B y el reordenamiento genético de las cadenas pesadas Cy o Cu hacia
Ce, deriva en cambio de isotipo a IgE*®. IgE se encuentra en dos formas: unido a
membrana y soluble. En la primera forma se localiza en la membrana plasmatica y
realiza funciones de receptor en los linfocitos B (BCR) y, mediante los receptores
de la porcion Fc de la IgE (FceR), sobre los mastocitos o células cebadas,
baséfilos y eosindfilos lo que da origen a células sensibilizadas®” *® (Figura N.-1).
En estado soluble es responsable de la activacién de los elementos celulares
antes descritos. En los seres humanos, la IgE se encuentra en una concentracién

muy baja; su rango es < 200 ng/mL y su vida media es de 2.5 dias®®.

A Sensitization o .
\ .I'ntelffé‘uliin‘aa
e Interleukin-1:
MHC class 2 —
‘Allergen peptide. ‘ -~
T, GErecepto
» (B derived | Hioductiond
a cell —> allergen-specifi
N |
Interleukin-4 F il ophils
[Interleukin-13 =5 ~ B A

- SRGNY I

Figura N.-1. Fase de sensibilizacién alérgica. Tomado de N Engl J Med 2015; 372:456-63.
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Fase efectora.

Existen dos clases de FceR, llamados FceRI (alta afinidad) y FceRIl (baja
afinidad) *®. Los mastocitos, los eosindfilos y los baséfilos expresan FceRl, que fija
la IgE con afinidad alta'®. Se ha demostrado que otras células también expresan
FceRlI, células de Langerhans, monocitos y plaquetas, aunque en concentraciones
menores’’. La de-granulacién del mastocito con la consiguiente liberaciéon de
mediadores pro-inflamatorios preformados y formacion de novo de leucotrienos se
produce por la union del antigeno a la IgE especifica previamente unida por el
receptor de alta afinidad a las células. Estos eventos biologicos se conocen como
el inicio de la segunda fase de la inflamacién alérgica o fase efectora® ***’. Los
sucesos bioquimicos que median la de-granulacion de los mastocitos y los
basofilos sanguineos comparten muchas caracteristicas. Aunque la de-
granulacién del mastocito suele iniciar con el enlace cruzado entre alérgeno e IgE
fija, otros estimulos diversos pueden comenzar este proceso, como anafilatoxinas
(C3a y Cba), diversos farmacos, haptenos e incluso otros receptores de
mastocito®. La de-granulacién mediada por IgE empieza cuando un alérgeno se
enlaza de manera cruzada con la inmunoglobulina que se encuentra fija al
receptor Fc sobre la superficie de un mastocito o un baséfilo™. Por si misma, la
fijacion de la IgE al FceRI no parece tener efecto sobre la célula blanco. Es sélo
después de que ocurren otros enlaces cruzados entre alérgeno y complejo IgE
cuando se produce la de-granulacién®®. Los procesos de sefializacién intracelular
gue en dUltima instancia causan la de-granulacibn de los mastocitos son

polifacéticos, e implican la cooperacién entre diversas fosfatasas y cinasas de
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proteina y de lipido asi como reordenamientos del citoesqueleto®®. La de-
fosforilacién induce la produccion de varios segundos mensajeros, entre ellos 1,
4 ,5-trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG), que median el proceso de de-
granulacion. El IP3 eleva las concentraciones intracelulares de calcio, y el DAG,
junto con calcio, activa la cinasa de proteina C. El aumento de los valores

intracelulares de calcio y de PKC activada conduce a la de-granulacién®® 4

(Figura
N.-2). El aumento de calcio, junto con la induccion de una cinasa de proteina
activada por mitogeno (MAPK), da por resultado tanto la produccién de citocina
como la activacién de la enzima fosfolipasa A2 (PLA2)'°. La PLA2 hidroliza
fosfolipidos de membrana, lo que lleva a la formacion de acido araquidénico, que

se convierte en dos clases de mediadores lipidicos potentes: prostaglandinas y

leucotrienos™®.
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Figura N.-2. Fase de re-exposicién al antigeno sensibilizado y generacién de sintomas. Tomado de
N Engl J Med 2015; 372:456-63.
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Mediadores quimicos

Las manifestaciones clinicas de las reacciones de hipersensibilidad tipo | se
relacionan con los efectos bioldgicos de los mediadores liberados durante la de-
granulacion de los mastocitos o los basdfilos. Estos mediadores como la histamina
son agentes con actividad farmacoldgica que actlian tanto sobre los tejidos locales
como sobre poblaciones de células efectoras secundarias, como eosindfilos,

neutréfilos, linfocitos T, monocitos y plaquetas®®?.

Los mediadores pueden
clasificarse como primarios (preformados) o secundarios (de nueva formacion).
Los primarios se producen antes de la de-granulacion y se almacenan en los
granulos. Los mas importantes son histamina, proteasas, factor quimiotactico de
los eosindfilos, factor quimiotactico de los neutréfilos y heparina. Los mediadores
secundarios se sintetizan después de la activaciéon de la célula blanco o se liberan
al desintegrarse los fosfolipidos de membrana durante el proceso de de-
granulacion. Los mediadores secundarios son los responsables de la inflamacién
lipidica, son conocidos como CysLT e incluyen factor activador de plaquetas,

leucotrienos, prostaglandinas, bradicininas y diversas citocinas y quimiocinas™® %°.

Células Th17 y células T reguladoras.

La alteracion del balance entre las células Thl7 y células T reguladoras ha sido
recientemente descrito como otro componente que podria ser un mediador en las
enfermedades alérgicas. Clasicamente las células Th1l7 y su citocina IL-17 se han

descrito por su rol pro inflamatorio en las enfermedades autoinmunes vy

17



enfermedades crénicas. Mientras que las células T reguladoras parece ser que
controlan respuestas anti inflamatorias y son claves en el desarrollo de la
tolerancia inmunoldgica. IL-10, una de las citocinas reguladora y tolerogénica y
TGF-b es producido por las células T reguladoras. Algunos estudios sugieren que
la alteracién entre estas dos células podria contribuir a rinitis alérgica?® 4%, |L-22
se requiere para el inicio del asma alérgico, pero puede tener funciones de
regulacion negativa en alergias. IL-17A con IL-22 contribuyen a estados

proinflamatorios en alergias®.

Citocinas

Las citocinas son moléculas de estructura proteinica producidas en algunas
células, que fisioldgicamente sirven para la homeostasis del sistema inmunoldgico.
En los nifios con rinitis alérgica se liberan una variedad de citocinas liberadas de
linfocitos, epitelios, células presentadoras de antigeno, mastocitos, baséfilos, etc?
(Figura N.-3). Algunas de ellas pueden contribuir a las manifestaciones clinicas de
la hipersensibilidad tipo 1°. Los mastocitos humanos secretan IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10, IL-13, GM-CSF y TNF-a, entre otras?®®. Estas citocinas alteran el
microambiente local y en Ultima instancia conducen al reclutamiento de células
inflamatorias como neutréfilos y eosinéfilos'®. IL-4 e IL-13 estimulan una respuesta
de Th2 y por tanto incrementan la produccién de IgE por las células B*®. La IL-5 es
en particular importante para el reclutamiento y la activacién de los eosindfilos™.

Las concentraciones elevadas de TNF-a que los mastocitos secretan pueden
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contribuir al choque que se observa en las reacciones anafilacticas sistémicas™®.
Las células T cooperadoras o ayudadoras (Th por su siglas en inglés T helper),
juegan un rol importante en la respuesta inmunoldgica. Secretan citocinas para
estimular varias células efectoras, células T citotoxicas, células B y macréfagos®.
Estas citocinas también estan involucradas en enfermedades inflamatorias,

autoinmunes y alérgicas®.
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Figura N.- 3. Inmunologia de la alergia y el rol de las citocinas en la inflamacién alérgica. Tomado
de J Allergy Clin Immunol 2015; 135: 626-35.
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Cadena y comun.

La familia de la cadena y comudn esta formada por IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e
IL-21; se le dio este nombre por tener en comun la cadena y (CD132). Su funcion

radica en el crecimiento y proliferacién celular®®.
IL-2

Es producida por células CD4+, CD8+, dendriticas, NK y NKT. Su receptor es
IL-2R. Es esencial para el desarrollo de células T y B reguladoras (Treg y Breg).
Regula a las ILCs y es un factor de crecimiento de las células B, estimula la
sintesis de anticuerpos y promueve la proliferacion y diferenciacion de las células

NK?.
IL-4

Es producida por células Th2, ILCs2, basdfilos, células cebadas y eosindfilos. Su
receptor es IL-4R. IL-4 regula condiciones alérgicas y es protectora en contra de
helmintos y parasitos. Induce el cambio en las células plasmaticas para producir
IgE especifica. Podria regular a la baja la inmunidad mediada por las células Thl e

ILCs1. Incrementa la expresiéon de MHC de clase Il en las células B%°.
IL-5

Podria considerarse como un factor de crecimiento de los eosindfilos y células B.
se produce en las células CD4+ Th2, eosindfilos activados, células cebadas,
células CD8+, células T yd, NK, NKT y placas de Peyer. Promueve proliferacion,

activacion, diferenciacion, sobrevida y adhesién de los eosinéfilos®®.
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IL-6

Su receptor es IL-6R, el mismo que se puede encontrar unido a las membranas y
de forma soluble. Es una citocina multifuncional pleiotrépica. Modula la respuesta
inmune de regulacién, fase aguda, hematopoyesis e inflamacién. Es producida por
células endoteliales, fibroblastos, monocitos, y macréfagos en respuesta a
estimulos de inflamacion aguda como IL-1, IL-17 y TNF-a. Promueve también
proliferacion de células T, diferenciacion y sobrevida de células B y produccion de
IgG, IgA e IgM por las células plasmaticas. Podria estar involucrado en la

inflamacion de tipo Th2-Th17 en alérgicos?®.
IL-9

Es un factor de crecimiento de células T y células cebadas. Son producidas por
células Th9, Th2 e ILCs2, células cebadas de los pulmones en asméticos y
eosindfilos. Inhibe la produccion de citocinas producidas por células Thl, células B

y secrecién de moco?®®.
IL-10

Es comunmente conocida como una citocina “anti-inflamatoria”, aunque esta
aseveracion ha sido discutida, porque depende de sus niveles, concentraciones y
microambiente para tener esta actividad biolégica. Es producida por monocitos,
células T reguladoras (TReg), células B reguladoras (BReg), células NK,
macrofagos y células dendriticas. Los mastocitos también podrian producir IL-10,
con el objetivo de limitar la infiltracion de leucocitos e inflamacion. Su receptor es
IL-10R. Regulan a la baja la expresion de HLA clase Il en células presentadoras
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de antigenos. Parece ser que es el principal mediador de la tolerancia
inmunoldgica producida por la inmunoterapia especifica en pacientes alérgicos.
Promueve también la sobrevida, proliferacion y diferenciacion de células B en los
humanos, e incrementa la producciéon de 1gG4?°. En el rol antiinflamatorio es
crucial para prevenir enfermedades autoinmunes e inflamatorias. Participa en el
control de enfermedades alérgicas. Inhibe células efectoras y procesos bioldgicos
proinflamatorios. Sus niveles correlacionan con el control de las enfermedades
alérgicas tanto en incidencia como en severidad. Disminuye la activacion de
mastocitos y eosindfilos. Se ha observado que en linfocitos T obtenidos a partir de
lavados broncoalveolares de nifilos con asma, se produce menor cantidad de IL-10
comparando con los linfocitos de nifios sin asma. Los linfocitos T circulantes de
niflos con alergias producen mas cantidad de IL-4 que IL-10; sucede lo contrario
en nifios sanos?®. Los linfocitos Treg que proporcionan proteccién al hospedero de
la inflamacion alérgica se asocia con una interaccion entre IL-10, INF-gamma vy
TGF-beta®. IL-10 juega un rol importante en la tolerancia inmunolégica (figura N.-
4) mediada por la inmunoterapia especifica en enfermedades alérgicas,
especialmente en modulacion de la expresion de células CD25+ y el incremento

del factor de transcripcion FOXP3+%°.

22



@ SN ey
Plasmacytoid DC

Microbial t_ | Intermediate ERK Intermediate IL-10
products e % | EXpTESSion praduction

Myeloid OC
@ [0 production
Macrophage © ©
FOXP3* Teng cell FOXP3- naive T cell
TGFp and
retinoic acid
High High antigen TGF, IL-6, IL-2) TGFP
antigen dose and IL-12 and/or IL-27 Signalling pathways?
T gnalling pa YS!
or IL-12 STAT4 STAT6 STAT3
ERK ERK ERK
ngh antigen dose @ ©
© @ IL-10-producing IL-10-producing
T cell IL-10-producing T2 cell T17 cell FOXP3" T, cell FOXP3 regulatory T cell
Tl cell
[it2] l l l
'FNJ’ IL-10 IL-10 IL-10
DC

Figura N.- 4. Rol de la citocina IL-10 en la tolerancia inmunolégica. Tomado de Nature Rev.
Immunol. 2005; 5, 271.

IL-13

Es expresada por las células Th2 activadas, células cebadas, basofilos, eosindéfilos
y NKT. Su receptor es IL-13R. Activa casi las mismas sefiales moleculares que
IL-4 e induce produccién de IgE. Activa y promueve la sobrevida de células

cebadas y eosinéfilos?
IL-17

Se la conoce como IL-17 o IL-17A. Su receptor es IL-17R. La producen los
linfocitos T CD4+ Thl7, pero también se ha visto que la pueden producir las
células CD8+, células T, células yd, células NK y neutrdfilos. Para que las células

Th17 produzcan IL-17 necesitan un estimulo de su microambiente especialmente
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de la presencia de IL-1B3, IL-6, IL-23, and TGF-B. ROR es el principal factor de
transcripcion de las células Th17 para producir IL-17 (figura N.-5). Atrae neutrofilos
para la defensa del huésped. Los niveles elevados de IL-17 se ha asociado a
enfermedades autoinmunes, sin embargo, también hay reportes de niveles
incrementados de IL-17 en pacientes alérgicos. También se ha reportado que los

pacientes que tienen niveles elevados de IL-17 son resistentes a los esteroides®.
IL-17F

Entre la familia de las IL-17s, IL-17A e IL-17 F, tienen alto grado de homologia,
son idénticos en el 50% en los niveles de proteinas. IL-17F tiene afinidad por el
mismo receptor de IL-17, aunque con baja afinidad. Las dos citocinas forman
heterodimeros, por su estructura. Las células Th17 producen dos isoformas de IL-

17F que pueden inducir inflamacién?®.
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Figura N.- 5. Funcion de la citocina IL-17 y su receptor. Tomado de Nat. Rev. Drug Discov. 2012.
11, 763-776
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IL-21

Es producido por células T, NKT y foliculares. Afecta la funcion de las células B,
no permite que se diferencien en células plasmaticas. IL-21 incrementa la

actividad citotdxica y proliferativa de células CD8+, NK, NKT?.
IL-22

Es expresada por las células Th22, ILCs3, mastocitos, y células NK-22. Su
receptor es IL-10R2, otro receptor es IL-22R y se localiza en rifilones, intestino
delgado, higado, colon, pulmén, pancreas y piel. Tiene efectos antimicrobianos.
Se incrementa su produccién en infecciones bacterianas, psoriasis y algunas
alergias especialmente de piel. Puede tener efectos “pro” y “anti” inflamatorios.
Inhibe IFN-y, CCL5/RANTES y CXCL10. Se han encontrado niveles
incrementados en pacientes con dermatitis atopica junto con IL-13, IL-17 e IFN-y.
Tiene también efectos antivirales®. IL-22 incrementa en pacientes asmaticos

comparado con voluntarios sanos.
TNF-a

Es una citocina pleiotropica involucrada en la defensa del huésped, inflamacién y
apoptosis. Juega un rol importante en las respuestas de regulacién inmunoldgicas.
Puede actuar como “pro-inflamatoria” (inicia respuestas inflamatorias agresivas) y
como “anti-inflamatoria” (es un mediador de inmunosupresién, protector en contra
de la autoinmunidad y génesis de tumores y es clave en la homeostasis). Tiene
actividades antivirales, antibacterianas, antifungicas, antiparasitarias, anti
mycobacterium tuberculosis y anti listeria monocitégenes. En el shock séptico se
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encuentran niveles sistémicos incrementados. Es la principal citocina mediadora
de la respuesta inflamatoria aguda in-situ: dolor, rubor, tumor, calor y pérdida de
funcion. Es una de las citocinas involucradas en la génesis de las enfermedades

alérgicas®.
IFN-y

Varias células innatas (NK, NKT, macréfagos, monocitos) y adaptativas (células B,
células T) producen interferbn gama. Regularmente expresan en gran cantidad las
células Thl para activar macrofagos y matar microbios, promover citotoxicidad e
inducir apoptosis (figura N.-6). Es conocida por sus efectos Thl e induccion de
IgG2. También regula HLA clase | y Il y presentacidon antigénica. Existen reportes

de pacientes con alergias con fenotipos IL-17 e IFN-y elevados®.

Apoptosis

Eosmophil

Figura N.-6. Acciones bioldgicas de IFN-Y. Tomado de Immunol Cell Biol. 2011; 89(7):777
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Abordaje clinico de la rinitis alérgica

Para realizar el diagnostico, clasificacion y tratamiento de la rinitis alérgica es util,
practico y recomendado utilizar las guias internacionales ARIA (Allergic Rhinitis
and its Impact on Asthma) ?’. Los hallazgos del interrogatorio y examen fisico
permiten corroborar el diagndstico de rinitis alérgica y sus subtipos, asi como otros
tipos de rinitis?®®. Tradicionalmente se la ha clasificado en 2 grandes grupos:
estacional y perenne, y mas recientemente se incorporé un tercer grupo que es el
ocupacional®’. Los pacientes con rinitis alérgica estacional muestran cambios del
cuadro clinico atendiendo a las variaciones de los aero-alérgenos, como pélenes y
hongos. Los pacientes con rinitis perenne mantienen sintomas casi todo el afio, y
los principales alérgenos son los 4caros, epitelio de los animales, cucarachas y
hongos®. Sin embargo, por numerosas razones esta clasificacién no es operativa
actualmente, por lo que se prefiere dividirla en 2 grandes categorias: intermitente y
persistente®’. Esta clasificacién es mas practica y adecuada a la actividad clinica
de la "vida real", y por otro lado tiene una enorme importancia desde el punto de
vista de la investigacion clinica y del seguimiento de la terapéutica médica®’. En lo
que a la severidad se refiere ARIA establece 2 principales categorias: leve y

moderada/severa (Figura N.-7).
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Clasificacion de la rinitis alérgica

Intermitente

*Sintomas
+< de 4 dias por semana

*0 < de 4 semanas
consecutivas

Persistente

*Sintomas
*> de 4 dias por semana
*y > de 4 semanas consecutivas

/Lev e

*Todos:
*Suefio normal
+Actividades diarias normales
+Actividades laborales y
escolares normales
*Sintomas presentes leves sin
\ llegar a causar problemas

Moderado - Severo \

*Uno o mas:
*Suefio no normal
 Afecta a actividades diarias

*Actividades laborales y
escolares afectadas

*Sintomas que causan problemas/

Figura N.-7. Clasificacién clinica de la rinitis alérgica. Tomado de Allergy 2008; 63(suppl 86):8-160.

La clasificacion segun la gravedad diferencia la rinitis alérgica en leve, moderada y
grave, segun la presencia de sintomas, afectacion de las actividades diurnas y del
suefio, y la solicitud o necesidad de tratamiento?’. Para determinar un mejor
diagndstico, es necesario detectar con exactitud los alérgenos causantes en cada
paciente?®. Las dos herramientas mas importantes para este fin son la historia
clinica dirigida y las pruebas cutaneas con alérgenos de respuesta inmediata 2" %2
Dado que las alergias son especificas e individuales, la prueba cutanea debe
realizarse con las sustancias a las que el paciente se expone cotidianamente y
que tengan la potencia de sensibilizarle, es decir, capacidad alergénica™ °.

Ademas debe evitarse la aplicacion innecesaria de multiples alérgenos que cruzan

inmunolégicamente®. Por lo anterior, la composicién de las pruebas cutaneas es
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un factor determinante para el diagnostico adecuado de la especificidad de una
alergia en el consultorio del alergélogo®®. Podemos también medir IgE especifica
en suero, pruebas de liberacion de histamina, activacion de basofilos y retos

nasales, bronquiales y conjuntivales?®. (Figura N.- 8).

Skin

> Measurement
of serum-specific IgE
Histamine release

e

Basophil

| activation
Masal challenge

° ® = Dronchial challenge
. oral challenge

|i eojeo I| o e l| conjunctival challenge

(T T b (T ATT T

Mucosa

Figura N.-8. Métodos diagndsticos de hipersensibilidad de tipo | mediado por IgE. Tomado de
Allergy 2008; 63(suppl 86):8-160.

Tratamiento

El tratamiento comienza con el consejo y educacion para el paciente y su familia
acerca de la enfermedad y su tratamiento; evitar el contacto con los alérgenos
desencadenantes y la modificacién del medio ambiente®. Estas medidas iniciales

intentan prevenir o disminuir los sintomas de la rinitis alérgica®. Las medidas
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medio-ambientales frecuentemente comprenden la modificacion de los factores
que son conocidos o son potencialmente fuente de respuesta alérgica en areas
como el hogar, la escuela y el ambiente laboral®’. Los antihistaminicos orales y
topicos, los esteroides orales y topicos, los agentes inhibidores de leucotrienos, los
estabilizadores de membrana de las células cebadas, los anticolinérgicos y la
aplicacion limitada de descongestionantes topicos juegan un papel significativo en
el tratamiento de la rinitis alérgica®*®'. La accién unificadora entre estos farmacos
es la modulacién de la respuesta inmunolégica hacia el antigeno® *'. En algunos
casos, el agente farmacolégico apunta a sitios especificos de la respuesta
inmunitaria (estabilizadores de la membrana de las células cebadas,
antihistaminicos) y en otros, el agente tiene un modo generalizado de accion en la

mitigacién de la respuesta inmunoldgica (esteroides) ****(Figura N.- 9).

Tratamiento de la Rinitis Alérgica

Intermitente
moderada-

. grave
Intermitente

leve

Corticoesteroides tépico nasal

Cromona tépica

Antagonistas del receptor cis-LT, por via oral

Antihistaminico H, no sedante, oral o topico

Descongestionante topico nasal (menos de 10 dias) u oral

Evitar el contacto con alergenos e irritantes

ELECCION iy Inmunoterapia (ITE)

Figura N.- 9. Tomado de J Allergy Clin Immunol 2010;126:466-76.
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Las pruebas cutaneas y de laboratorio permiten establecer cuéales son los
alérgenos especificos causantes de la hipersensibilidad®’. Lo anterior es necesario
antes de iniciar la inmunoterapia, que se administra y recomienda cuando se trata
de un paciente con fuerte tendencia atopica o cuando tiene rinitis alérgica
persistente y las medidas antes sefialadas son insuficientes para controlar los

32,33

sintomas Documentar la sensibilidad alergénica mediante IgE especifica,

preferentemente con pruebas cutaneas in vivo, permite encaminar la

29,32,33

inmunoterapia La inmunoterapia implica la inyecciébn de cantidades

escalonadas de alérgeno hasta alcanzar una “dosis de mantenimiento” o la dosis
méxima tolerada que mediante la tolerancia inmunolégica, alivia los sintomas®*%3,
El Unico tratamiento que ha logrado modificar la historia natural de la enfermedad
es la inmunoterapia especifica (ITE) con alérgenos®*?: hoy en dia es el
tratamiento de eleccién®. La inmunoterapia subcutanea tiene una historia de mas
de cien afios, desde su primera aplicacion en Inglaterra en 1911 por Leonard
Noon®!. Se aplica en dos fases: una fase de induccién a la tolerancia y una de
mantenimiento. Después de la fase de inducciébn a la tolerancia en la que
paulatinamente se incrementan las dosis hasta llegar a la mayor tolerada, empieza
la fase de mantenimiento. La dosis de mantenimiento se suministra dos veces por
semana, segun las caracteristicas del extracto. La inmunoterapia se continGa
tipicamente durante tres a cinco afos y resulta en tolerancia inmunolégica y
control de los sintomas a largo plazo, incluso después de suspenderla, hasta en
75% de los pacientes®. La inmunoterapia especifica con alérgenos esta indicada

en pacientes con alergia como causa de sus sintomas. Es el Unico tratamiento

dirigido a la causa de las alergias, que consisten en una respuesta alterada del
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sistema inmune. La ITE, manejada de manera Optima, tiene el potencial de re-
orientar a la respuesta inmunoldgica alérgica hacia una respuesta de proteccion y
tolerancia, cambiando la produccion de IgE especifica por una sintesis de IgG4
especifica®. Ademas tiene un efecto inmunorregulador® (Figura N.- 10) y en
pacientes con rinitis alérgica puede reducir la probabilidad de una evolucion hacia
asma. El médico especialista en alergologia seleccionara cuales alérgenos incluira

en la inmunoterapia®.
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Figura N.- 10. Modulacién inmunoldgica de la ITESC. Tomado de Nature. Rev. Immunol. 6, 761—

771 (20086).

Cambios inmunoldgicos y clinicos de la ITESC en el tiempo.

El tiempo que tarda en iniciar la respuesta terapéutica es prolongado, en promedio

6 meses (Figura N.-11)3%*3_ El principal inconveniente como consecuencia de este
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problema es un mal apego al tratamiento de muchos pacientes, por lo tanto es

necesario encontrar estrategias que aceleren la respuesta terapéutica®

. A través

de los afios, se han realizado varios esfuerzos cientificos dirigidos a mejorar la

eficacia y la seguridad de inmunoterapia. Por sus efectos inmunomoduladores,

proponemos que la vitamina D podria ser un excelente adyuvante a la

inmunoterapia especifica subcutanea en nifios con rinitis alérgica®’

very
early intermediate late
effects effects effects
v
(o)}
c
©
2 o
(@)
v
> X
-
N
Y
QL
(o)}
c
©
il =
9 p—
v ——
> J
=
8.0
v
P
N/
> o
e bé\ b’bﬁ S years
N (®)
& &

Very early basophil tolerance

early decrease in mast cell

and basophil activity

for systemic anaphylaxis

Induction of Treg and Breg cells
suppression of Th2-Th1 cells

Decreased allergen-specific lymphocyte
proliferation

Decreased numbers of tissue mast cells
and eosinophils and release

of their mediators in nasal mucosal
biopsies of allergic rhinitis patients.
Decreased skin late-phase response

in parallel to decreased lymphocyte
and eosinophil infiltration

Type | skin test reactivity

Early increase in specific IgE
followed by a late decrease in specific IgE

Increase in specific IgG4 and
in some studies IgA and IgG1

Figura N.-11. Efectos clinicos e inmunoldgicos de ITESC. Tomado de J Allergy Clin Immunol 2014;

133:621-31.

33



Vitamina D

En las ultimas décadas la vitamina D ha destacado por el descubrimiento de sus
funciones inmunoreguladoras, contribuyendo a la autotolerancia y mejorando la
respuesta inmune innata contra microorganismos®. Estudios clinicos,
epidemiologicos y experimentales muestran el papel potencial de la vitamina D en
el desarrollo y perpetuidad de diversas enfermedades autoinmunes, como son:
lupus eritematoso sistémico (LES), diabetes mellitus tipo 1 (DM1), esclerosis
mltiple (EM) y artritis reumatoide (AR) *, y mas recientemente en enfermedades
alérgicas®. La piedra angular de la inmunorregulacién por esta vitamina lo
constituye el receptor de la vitamina D (RVD), el cual se encuentra presente en
varias células del sistema inmune. La unién de 1,25 (OH)2 D3 al receptor induce:
mejoria de la fagocitosis, disminucion de la expresion del complejo principal de
histocompatibilidad clase 1l DR en las células dendriticas; asi como, disminucién
de la expresion y respuesta a moléculas coestimuladoras que regulan su
maduraciéon y migracion, bloqueando su diferenciacion final;, induccién a la
madurez de la célula natural killer (NK) y de células TCD4+CD25+Foxp3 (célula T
reguladora) capaces de mediar la tolerancia inmune, disminucién de la
diferenciacion y proliferacion de linfocitos B a células plasméticas y apoptosis de
las mismas. Respecto a su accion sobre las citocinas inflamatorias, disminuye la
produccion de las tipo proinflamatorias: IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-23, IL-12, IL-2, IL-
6, Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa) y de interferon y (IFNy); al mismo
tiempo incrementa la produccion de las citocinas antiinflamatorias: IL-10 y factor

de crecimiento transformante beta (TGFB) ***’. El mecanismo molecular a través
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del cual actia la interaccion vitamina D/RVD es interfiriendo con el factor nuclear
de la célula T Activada (NF-AT), con el factor nuclear kB (NF-kB); asi como,
modulando directamente las regiones promotoras en los genes de diversas
citocinas®®, ademas incrementa la concentracién de IL-4*°, el ARNm de IL-2, asi
como de citocinas producidas por las células Treg (CD4+CD25+); también destaca
la expresion de TLR4>® °'. La concentracién sérica de vitamina D depende de
varios factores: exposicion a la luz solar, edad, etnicidad, indice de masa corporal,
uso de medicamentos (esteroides e inmunosupresores) asi como suplementos
alimenticios®. Son varios los factores asociados con la baja concentracién sérica
de vitamina D, desde el punto de vista epidemiolégico, la deficiencia de vitamina D
se ha relacionado con la presencia y actividad de enfermedades autoinmunes
reuméaticas, asi como otras enfermedades crénicas entre las cuales destacan
enfermedades cardiovasculares, hipertensién, cancer y alergias®. La forma
biolégicamente activa de la vitamina D podria ser un buen adyuvante para acortar
el inicio de accion de la ITESC modulando la respuesta inmune innata y adaptativa
de forma méas temprana®*. La vitamina D es capaz de restaurar la secrecién de IL-
10 por células Treg aisladas de los asmaticos resistentes a esteroides y tiene la
capacidad de incrementar las células T reguladoras funcionales, capaces de
suprimir la respuesta mediada por Th2%. La vitamina D es una sustancia
sintetizada por el organismo a través de un complejo proceso quimico que se
activa cuando el cuerpo se expone a los rayos del sol (Figura N.-12): la luz
ultravioleta transforma una prohormona (7-dehydrocholesterol) en vitamina D3, la
cual es metabolizada primero por el higado y luego por el rifién, para finalmente

transformarse en moléculas que el cuerpo utiliza para diversas funciones®. La
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vitamina D también puede obtenerse a través de algunos alimentos, aunque la
proporcién es menor si se le compara con la producida por estimulacion de la luz
solar®’. La leche fortificada y los pescados grasos como attin, salmén y cebolla
son las mejores fuentes de esta sustancia; mientras que el higado de res, el
queso, las yemas de huevo y los champifiones también la proporcionan pero en
cantidades méas pequefias®’. La vitamina D participa en muchas funciones en el
organismo. Entre las que mas se conocen estd el papel que juega en la
acumulacion de calcio en los huesos (0 pico de masa 6sea) la cual llega a su
punto mas alto alrededor de la segunda década de vida®®. A partir de esa edad se
va perdiendo densidad mineral 6sea. Si los nifios no cuentan con niveles
adecuados de vitamina D podrian no llegar a alcanzar la cantidad apropiada de
calcio en los huesos y esto a su vez contribuiria con el desarrollo de osteoporosis
en la edad adulta, sobre todo en nifias®. La vitamina D también se relaciona con
el crecimiento, el desarrollo del sistema nervioso y la respuesta inmune; protege
contra infecciones respiratorias como la influenza y la tuberculosis; ayuda prevenir
ataques de asma,; tiene un efecto protector sobre la diabetes juvenil y juega un

papel en la regulacién de la inflamacién crénica®.
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Figura N.- 12. Fuentes y efectos biologicos de la VitD. Tomado de GLOBAL ATLAS OF ALLERGIC
RHINITIS AND CHRONIC RHINOSINUSITIS Published by the European Academy of Allergy and
Clinical Immunology

Vitamina D en México

En 2011 se realizé un estudio para conocer los niveles de vitamina D en México, a
través de las muestras de suero de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT) del 2006. Ya que el disefio estadistico de esta encuesta le permite
tener representatividad nacional, los resultados publicados mostraron un
panorama general sobre los niveles de esta vitamina en todo el pais; en sintesis:
una poblacién con deficiencia e insuficiencia de vitamina D%, Se encontré que 6
de cada 10 niflos de entre 2 y 12 afos tenian niveles suficientes de vitamina D

(61%) 16% presentd deficiencia y el 23% insuficiencia de esta vitamina. La
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deficiencia fue mayor en los nifios preescolares (de 2 a 5 afios) que en los de 6-12
(escolares) Los nifios de areas urbanas tuvieron concentraciones menores de
vitamina D en comparacion con los de areas rurales. Los adolescentes (de 13 a 19
afos) también presentaron niveles insuficientes de vitamina D. El 8.11% y el 23%
de los adolescentes mostraron deficiencia e insuficiencia, respectivamente. Sélo el
69% presentd niveles suficientes de vitamina D. El 9.8% de los adultos
presentaron deficiencia y 20% insuficiencia. Aproximadamente 70% de los adultos
mexicanos presentaron suficiencia de vitamina D. Nuestros resultados previos
sefialan una prevalencia de 70% de niveles menores a 30 ng/ml™. En México, la
ingesta diaria sugerida de vitamina D es de 5.6 g/dia (224 Ul), que resulta
significativamente menor a las recomendaciones en los Estados Unidos y Europa

(entre 400 y 1,000 UI)

Vitamina D y alergias

Hoy dia se conoce claramente que la vitamina D mas inmunoterapia disminuyen
los sintomas en enfermedades alérgicas y el uso de farmacos, asociado a
incremento de 1gG4, IL10, TGF-b17 y linfocitos T reg®™. También inhibe las
reacciones inmunolégicas mediadas por los linfocitos TH1 y TH 17°. Ademas
reduce la inflamacién y la expresion de citocinas mediadas por linfocitos TH2°".
Previamente, en un modelo animal se demostrd que con la vitamina D disminuye
IL-5 e IL-13 en 3 meses®. Varios estudios demuestran que la vitamina D estimula

la produccion de Treg CD4+CD25+FOXP3+, lo cual ayudaria a la produccion de
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tolerancia inmunolégica mas temprano®. Varios estudios han probado vitamina D
en enfermedades alérgicas parecidas a la rinitis alérgica como asma y dermatitis
atopica. Se conoce que la suplementacién de vitamina D mas el tratamiento
convencional en dermatitis atopica mejora la resolucion de la severidad de los
sintomas 40% mas rapido que cuando se utiliza el tratamiento convencional solo,
es decir evitar el alérgeno, hidratacion cutédnea, antihistaminicos y esteroides;

ademas normaliza los patrones de citocinas TH1, TH2, TH17 y Treg en 3 meses'°.

Niveles de vitamina D

La sociedad Americana de endocrinologia considera los valores séricos de
25(0OH)D normales cuando son superiores a 30 ng/ml, insuficiencia entre 21 y 29
ng/ml y deficiencia menor a 20 ng/ml”*. Estudios previos recomiendan que los
niflos alérgicos a beneficiarse de la administracion suplementaria de vitamina D
1600 Ul son aquellos que presenten niveles séricos de 25(0OH)D menores a 30

ng/ml’?.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La rinitis alérgica representa un problema global de salud publica’™. En México, la
prevalencia va del 10 al 30%’. La inmunoterapia es el tratamiento de eleccion®,
siendo la Unica intervencién terapéutica que ha logrado modificar la historia natural
de la enfermedad®. Sin embargo, el tiempo que tarda en iniciar la respuesta
terapéutica es prolongado, en promedio 6 meses®. El principal inconveniente
como consecuencia de este problema es una mala adherencia al tratamiento que
va del 13% al 89%*. Entonces, es necesario encontrar estrategias que aceleren la
respuesta terapéutica. Se sabe que la administracion de vitamina D mas
inmunoterapia en enfermedades alérgicas disminuyen los sintomas y el uso de
farmacos, asociado a incremento de 1gG4, 1L10, TGF-b y linfocitos T reg®.
También inhibe las reacciones inmunolégicas mediadas por los linfocitos Thl y
Thl7, reduce la inflamacion alérgica y la expresién de citocinas mediadas por
linfocitos Th2%8, aunque se desconoce si disminuye el tiempo del inicio de accion
de la inmunoterapia especifica en nifios con rinitis alérgica. Se sabe que si se
adiciona vitamina D al tratamiento convencional de pacientes con dermatitis
atopica disminuye la severidad de los sintomas 40% mas rapido, es decir en 3

I”°. Se ha visto que la vitamina D

meses, que solo con el tratamiento convenciona
se asocia con algunos cambios valiosos, aunque limitado, en los parametros
inmunoldgicos en el pulmén’. En modelos murinos, la adicién de vitamina D a un
protocolo convencional de inmunoterapia para alergias reduce el tiempo del inicio

de accion®. Interesantemente, los efectos inmunomoduladores beneficiosos se

lograron mediante la administracién via oral’>. En inmunologia, un adyuvante es
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un potenciador del sistema inmunoldgico o es un inmunomodulador, que puede
activar o desactivar procesos biolégicos y moleculares. Se han utilizado para
mejorar la respuesta inmune hacia antigenos de las vacunas, con el fin de
mejorar, acelerar y prolongar la respuesta inmune especifica. Los adyuvantes se
pueden emplear para optimizar una respuesta inmune deseada, por ejemplo, con
respecto a las clases de inmunoglobulinas y la induccion de células citotoxicas o
linfocitos cooperadores’. Clasicamente, vitamina D regula la densidad mineral
0sea, actualmente se investiga cada vez mas por sus efectos extra esqueléticos.
Tiene la capacidad biolégica de modular tanto la inmunidad innata y adaptativa y
regular las cascadas inflamatorias. Esto nos conduce a pensar que la vitamina D
cumple los requisitos para ser considerada un adyuvante. Por lo tanto, planteamos
que la administracién de la inmunoterapia que es el tratamiento convencional en
nifios con rinitis alérgica, mas vitamina D como adyuvante, podria disminuir el
tiempo de inicio de accion de la inmunoterapia por lo menos en 3 meses y por lo
tanto se mejoraria su eficacia y seguridad mediante una mejor adherencia al

tratamiento.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Podra la vitamina D, administrada junto con la inmunoterapia especifica con
alérgenos, acelerar el tiempo de mejoria clinica en nifios de 3 a 12 afios con rinitis
alérgica que son atendidos en consulta externa del servicio de alergia e

inmunologia clinica del Hospital General de México?
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JUSTIFICACION

La rinitis alérgica es una enfermedad inflamatoria cronica de la mucosa nasal,
caracterizada por rinorrea hialina, obstruccidon y prurito nasal y estornudos en
salva a repeticidn. Frecuentemente se acompafian de sintomas respiratorios,
oculares tales como ojo rojo, prurito ocular, epifora y fotofobia. En menor
proporcion prurito 6tico y palatino. EI mal control de esta enfermedad se asocia a
ausentismo escolar y laboral, mala calidad de vida, bajo rendimiento de las
actividades diarias en los lugares de trabajo y/o estudio, problemas sociales y
econémicos’’. Puede complicar el curso de otras enfermedades alérgicas.; 80%
de los pacientes con asma padecen rinitis alérgica y 20 a 40% de los pacientes
con rinitis alérgica tienen posibilidades de padecer asma. La mortalidad es baja,
pero su morbilidad representa un problema mundial de salud publica. Basados en
estudios recientes de mecanismos bien conocidos de la actividad de la vitamina D
en los elementos particulares del sistema inmunoldgico, y su influencia en el curso
de las enfermedades alérgicas como rinitis alérgica se propone esta investigacion
teniendo en cuenta la posibilidad de una muy buena contribucion sencilla,
econdémica y segura a mejorar la calidad de las vacunas de alergias en términos

de tiempo y asi mejorar la adherencia de la inmunoterapia especifica.
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HIPOTESIS

Si la administracion de vitamina D mas tratamiento convencional en enfermedades
alérgicas produce cambios inmunolégicos y clinicos mas tempranos (3 meses) y
con tamafo del efecto de 0.5 comparado con el tratamiento convencional solo;
entonces al administrar vitamina D junto con inmunoterapia, los pacientes
presentaran mejoria inmunolégica (incremento de IL-10) y clinica valorada por
cuestionarios validados, en menor tiempo (3 meses) con tamafio del efecto de 0.5

comparado con los pacientes que no reciben vitamina D.
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OBJETIVOS

General

Evaluar la eficacia de la vitamina D como adyuvante a la inmunoterapia
especifica con alérgenos en nifios de 3 a 12 afios de edad con diagnostico
de rinitis alérgica, en términos de reduccién del tiempo de respuesta

terapéutica medido con el Score CaratKids de 17 puntos.

Especificos

Comparar el tiempo de mejoria clinica entre el grupo que recibe vitamina D
contra el grupo que recibe placebo con las escalas rTNSS, ARIA y GINA (la
altima en el caso de tener asma).

Comparar los deltas de cambio de las escalas de valoracién clinica entre
los valores basales y a los 3 meses en los dos grupos.

Comparar los biomarcadores de enfermedad alérgica entre el grupo que
recibe vitamina D contra el grupo que recibe placebo.

Analizar la relacion entre los valores de la vitamina D en los dos grupos
antes y después del tratamiento.

Evaluar la seguridad de la vitamina D.

Comparar la concentracion de citocinas plasmaticas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-9, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IFN-y y TNF-a) antes y

después del tratamiento, en los grupos de VitD y placebo.
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METODOLOGIA

Tipo y disefio de estudio

Ensayo clinico aleatorizado controlado con placebo, doble ciego de 2 grupos

paralelos: 1.- Inmunoterapia + Vitamina D y 2.- Inmunoterapia + Placebo.

Poblacién y tamafio de la muestra

El universo

Niflas y nifios de entre 3 a 12 afios de edad que acuden al Hospital General de
México “Dr. Eduardo Liceaga” al servicio de Alergia e Inmunologia Clinica por
consulta externa, con diagndstico de rinitis alérgica por un médico alergélogo
certificado, que cumplan los criterios diagndsticos de ARIA y estén sensibilizados

a un aero-alérgeno valorado por pruebas cutaneas.

Céalculo del tamafio de muestra

Para realizar el calculo del tamafio de muestra, nos basamos en un estudio de
nifios alérgicos que utilizaron vitamina D mas inmunoterapia que fue publicado en
el 2014 y realizado en el departamento de pediatria de la Universidad Marmara,
Estambul Turquia. Como pretendemos comparar 2 tratamientos decidimos utilizar
la férmula de Manova (analisis multivariado de la varianza) de efectos globales a 2
colas con un nivel de confianza del 95%, el poder estadistico del 90%, tamafio del
efecto de 0.5, en dos grupos de intervencion (vitamina D y placebo) y una variable
de salida (escala de valoracién clinica); utilizando el programa GPower, lo cual nos

dio un tamafo de muestra de 25 por grupo. Ajustamos la muestra a un 15% de
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pérdidas lo que nos dio un resultado de 30 pacientes por grupo. Es decir 60

pacientes en total, 30 en el grupo intervencion y 30 en el grupo placebo.
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Figura N.-13. Imagen del software G Power para calculo de tamafio de muestra.
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CRITERIOS DEL ESTUDIO

Criterios de inclusion

1. Pacientes hombres y mujeres de entre 3 a 12 afios con diagnostico de
rinitis alérgica persistente segun la guia ARIA, diagnosticados por un
alergologo certificado.

2. Que firmen el consentimiento informado los representantes legales y
obtener el asentimiento informado de el/la paciente.

3. Que estén sensibilizados a un aeroalérgeno mediante pruebas cutaneas y
gue sean candidatos a recibir inmunoterapia especifica subcutanea.

4. Que presenten niveles séricos de vitamina D, 25(OH)D menores a 30 ng/ml.

5. Que estén en Estadio 1 o 2 de Tanner.

6. Con IMC percentilado (OMS) dentro de limites normales.

Criterios de exclusion

1. Que tengan diagndsticos de inmunodeficiencias primarias y/o secundarias.

2. Que presenten poliposis naso sinusal crénica o enfermedad respiratoria
exacerbada por aspirina y/o antiinflamatorios no esteroideos.

3. Adenoiditis y/o amigdalitis candidatos a resolucién quirargica.

4. Que hayan tomado vitamina D en los dltimos 6 meses.

5. Que hayan utilizado inmunoterapia especifica con alérgenos en los ultimos

5 afnos.
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Criterios de eliminacion

1. Que en el transcurso del estudio presente infecciones graves o
exacerbaciones de la enfermedad alérgica que requieran hospitalizaciéon y/o
suspension de la inmunoterapia.

2. Que solicite abandonar el estudio.

3. Que no acuda a sus citas programadas, toleraremos una ventana de tiempo
de una semana.

4. Que no desee realizarse los estudios subsecuentes.

5. Falta de apego al tratamiento, se tolerara un 20% del total.

6. Falta de apego al protocolo y a las indicaciones establecidas.
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DEFINICION DE LAS VARIABLES A EVALUAR Y FORMA DE MEDIRLAS

Operacionalizacion de las variables

Operacionalizacién de las variables

Variables Definicion Dimensién Indicador Escala
Tiempo transcurrido desde el Afios cumplidos
Edad nacimiento hasta la fecha de ultimo Tiempo transcurrido desde la fecha de Numérica
seguimiento su nacimiento
Son las caracteristicas fenotipicas 1 -Hombre
Género que diferencian al hombre de la Caracteristicas fenotipicas Fenotipo 2 Muier
mujer M)
Residencia r;gga‘;eeg %Léis:)utg:]me?%%r\g\éitg)gre Lugar de residencia y tiempo Lugar de residencia 1.-urbano
habitual } 9 y P y tiempo 2.- rural
la entrevista.
Sensibilizacion Presencia de !gE especifica para Sensibilizacion Reaccion en las 1.-Positivo
alérgenos pruebas cuténeas 2 .-Negativo
Enfermedad alérgica caracterizada
o o por rlnor_r,ea, obstruccion nasal, Entrevista directa y revision de Entrew;t._a\’dlrectay 1.-Si
Rinitis alérgica inflamacién de la mucosa nasal N revision de
- ; A expediente ’ 2.-No
diagnosticada por 1 médico expediente
alergélogo
IgE sérica total Recuento en sangre periférica de Normal (menos de 160) y ulml Numérica continua

IgE total

patolégica (mayor de 160)

Eosinofilos
totales

Recuento en sangre periférica de
eosindfilos totales

Normal (menos de 100) y
patolégica (mayor de 100)

Eosinofilos/uL

Numeérica continua

Cumplimiento
terapéutico

Grado en que el paciente sigue el
compromiso o pacto establecido con
los profesionales de la salud que le
atienden, en relacion a los
medicamentos que debe tomar

Decision de cumplimiento por
parte del paciente y/o
familiares

Entrevista directa
mencionado por el
paciente y familia

Si cumple

No cumple

Eosindéfilos en
Citologia nasal

Recuento de celularidad en la
mucosa nasal

Cantidad de células
encontradas

Eosindfilos

1.- Ausentes

2.- Leves

3.- Moderados

4.- Abundantes

Mejoria clinica

Es la mejoria de todos los signos y
sintomas de la rinitis alérgica
permitiendo una vida normal

Limitacion de actividades,
problemas de suefio, sintomas
nasales y oculares, problemas

sociales, econémicos y

1.- Score CaratKids

2.- Clasificacion
ARIA

1.- Numérica

2.- Porcentajes

emocionales. - &ri
3.- Score ITNSS 3.- Numérica
Alérgenos Alérgenos intra y extra muros a los Principales involucrados en la :nﬁrig]:ggso Porcentaie
9 que es sensible sensibilizacion 19 !
alérgenos
Cambios h . - . o -
Diferencias en valores citocinas Perfiles de TH1 TH2 TH17 13 citocinas Numeérico en pg/ml

inmunolégicos
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PROCEDIMIENTO

No es un estudio de la industria, es un estudio por iniciativa del investigador.
Realizamos una busqueda de pacientes de 3 a 12 afios de edad candidatos a ser
incluidos en el estudio de todos los nifios y nifias que acudian por consulta externa
y por primera vez al Servicio de Alergia e Inmunologia Clinica del Hospital General
de México “Dr. Eduardo Liceaga”, y que luego de ser valorados por un meédico
alergélogo certificado cumplan criterios de rinitis alérgica basados en las guias
ARIA. Se realizaron pruebas cutaneas con alérgenos, siguiendo las directrices’®.
En la visita 1 se les explic6 ampliamente en que consiste el estudio a los nifios/as
y a sus representantes legales. Los pacientes se incluyeron posterior a su
aceptacion verbal y con el respaldo legal, mediante la firma del consentimiento
mas asentimiento informado por ser nifios y nifias por sus representantes legales y
por ellos mismos respectivamente. Si los nifios/as no podia escribir obtuvimos sus
huellas digitales. Se solicitaron estudios complementarios para comprobar los
criterios de inclusion y de exclusion. En la visita 2 los nifios/as que cumplieron los
criterios de inclusion y que no cumplieron los criterios de exclusion fueron
aleatorizados en la misma proporcion. Las tablas de aleatorizacion se realizaron
previamente en el programa Excel y luego realizamos una asignacion aleatoria en
bloques para los grupos vitamina D y placebo entre los nifios y niflas con rinitis
alérgica con asma y sin asma. Se incluyeron igual numero de nifios y nifias en los
grupos. Llenamos los formatos y cuestionarios del estudio y se les entregé el
primer frasco con 45 tabletas de vitamina D o placebo, previa explicacion clara y

concisa de como tienen que tomarse las tabletas. En la visita 3, al mes y medio, se
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analizé apego al tratamiento, seguridad, efectos colaterales y se le entregé el
segundo frasco con 45 tabletas. En la visita 4 (a los 3 meses) y visita 5 (a los 6
meses) llenamos los formatos y cuestionarios del estudio, analizamos el
cumplimento del tratamiento, eventos adversos y se tomaron muestras de sangre
para los laboratorios. Se realizaron controles telefonicos de apego al tratamiento y
posibles efectos colaterales 2 veces por mes. Se realizaron 3 valoraciones clinicas
y tomas de muestras para los estudios de laboratorio, una basal, otra a los 3
meses y la Ultima a los 6 meses en los 2 grupos. Se valoraron parametros clinicos
con los cuestionarios validados Score CaratKids, rTNSS, ARIA y GINA. Se
tomaron muestras de sangre periférica para cuantificar niveles de vitamina D
(25,hidroxi vitamina D total, calciferol, método: electroquimioluminiscencia, en el
laboratorio Carpermor, con acreditacién del College of American Pathologist, LAP
6235101) y citocinas y para realizar biometria hematica, IgE (Ul/ml), IgG, IgA e
IgM (mg/dl) totales. También se tomaron muestras para valorar citologia nasal y
coproparasitoscépico. Medimos las siguientes citocinas: IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9,
IL-10, IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IFN-y y TNF-a mediante LEGENDplex™
Human Th Cytokine Panel (13-plex) catalogo N.- 740001. La estandarizacién de
los procedimientos y los analisis los realizamos en la Unidad de Medicina
Experimental de la UNAM, en el laboratorio HIPAM. Utilizamos un citometro de

flujo Facs Calibur II.
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Andlisis de citocinas en plasma.

Se tomaron muestras de 10 ml de sangre periférica en tubos con anticoagulante
EDTA. Inmediatamente se centrifugd a 2000 g por 10 minutos a 4°C. Obtuvimos
plasma y criopreservamos a -80°C hasta su andlisis. La concentracion de las
citocinas fue medida en una adquision simultanea. Utilizamos un Kit
LEGENDplex™ Human Th Cytokine Panel (13-plex) catalogo N.- 740001 y un
citometro de flujo Facs Calibur Il. El rango de deteccion fue de 3 a 10.000 pg/ml

para todas las citocinas.

Seguridad.

Se realiz6 el seguimiento de la seguridad de la VitD mediante encuesta directa por
teléfono o en la cita programada al paciente y a los padres o representantes
legales. Cualquier efecto adverso que se presente desde el inicio del consumo de

vitamina D se tomd como reaccion adversa al farmaco.

Apego al tratamiento.

Se toler6 una falta de apego del 20% mediante conteo de las tabletas. Ademas se
realizé un estrecho seguimiento de la toma de VitD mediante recordatorios via

telefénica y en las citas programadas.

Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron por el método de intencion de tratar.

Se realiz6 un andlisis descriptivo de las caracteristicas iniciales basales de la
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poblacién estudiada. El objetivo principal o variable de salida principal fue el
cambio en el score de control de rinitis alérgica para nifilos (CARATKkids) a O
(basal), 3 (segunda medicion) y 6 (tercera mediciébn) meses. Luego de comprobar
los supuestos para distribucion normal, analizamos mediante una t de student
dependiente los grupos en el tiempo, y con una t de student independiente entre
los dos grupos. Luego realizamos un andlisis multivariante de la varianza o
MANOVA de efectos globales para poder incluir otra variable dependiente que no
puede ser combinada de manera simple, que fueron los niveles de vitamina D. En
el modelo utilizamos interaccién tratamiento y tiempo. Edad, género y presencia o
ausencia de asma se incluyeron como covariables en el modelo para corregir las
posibles diferencias entre los grupos. La prueba de hipétesis se realiz6 a dos colas
con un valor alfa del 95%, y calculamos el tamafio del efecto y d de cohen. Se
determinaron los cambios en porcentaje de las escalas usadas (ARIA y rTNSS).
Las variables de laboratorio y citocinas se analizaron mediante ANOVA en caso de
cumplir los supuestos, caso contrario fueron analizados con estadisticos no
paramétricos. Las variables continuas se expresan como media * desviacion
estandar. Utilizamos pruebas t de muestras relacionadas para comparar las
medias de las variables antes y después de la intervencién, y se utilizé una prueba
t independiente para comparar los 2 grupos. Dentro del grupo de cambio se evalué
mediante una prueba t pareada muestras, mientras que el cambio entre grupos
respecto al valor basal se evalu6 mediante una prueba t de muestras
independientes. Un valor de p de 0,05 fue considerado estadisticamente
significativo. Todos los célculos estadisticos se realizaron con SPSS Statistics 22

(SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.).
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Cronograma de actividades

Cronograma de actividades
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Aspectos éticos y de bioseguridad

Se trata de un estudio con riesgo bajo para el paciente ya que sélo se realizé un
cuestionario, se obtuvo una muestra de sangre y se administrara vitamina D que
por lo general no tiene efectos colaterales. Se conservé la confidencialidad del
paciente al utilizar una clave alfanumérica para identificar los cuestionarios pero no
utilizar los datos del paciente. La informacion obtenida se conservl y soélo es
accesible para los integrantes del equipo de investigacion. En caso de que el

paciente quiera conocer los resultados del estudio, se le proporcionaran.

55



Relevancia y expectativas

Mejorar el tratamiento de los pacientes con rinitis alérgica.

e Tesis de grado de Maestria en Ciencias

e Presentar en los congresos nacionales e internacionales de alergia e
inmunologia clinica

e Publicacion de resultados

e Educacion a los pacientes para mejorar su calidad de vida

Recursos

Se utilizaron recursos del Hospital como estudios de laboratorio complementarios
de rutina y de la Unidad de Medicina Experimental HIPAM. Los recursos para la
recoleccion de los datos fueron autofinanciados por el autor. La industria
farmacéutica (Laboratorios Valdecasas, Calciferol, Valmetrol-3 1600 Ul)

proporcioné el medicamento.
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RESULTADOS

Descripcion general del estudio.

En la Figura N.- 1 mostramos el esquema y descripcion general del estudio

(CONSORT).

Caracteristicas basales de la poblacién estudiada.

Se evaluaron 120 pacientes de los cuales 80 cumplieron criterios de inclusién y
fueron aleatorizados a dos grupos: 40 al grupo de vitamina D y 40 al grupo
placebo. Durante el seguimiento se perdieron 15 pacientes. En el grupo de
vitamina D se perdieron 5 pacientes por falta de apego y por salir de la ciudad a
vivir en otro estado y en el grupo placebo se perdieron 10 pacientes por falta de
apego Yy por voluntad propia. Para la descripcion basal se incluyeron 80 pacientes
y en el andlisis final 65 pacientes 35 del grupo de vitamina D y 30 del grupo
placebo. La n calculada fue de 60 pacientes, por lo tanto, se cumplié el nUmero
necesario. Las caracteristicas clinicas, de laboratorio, comorbilidades e
inmunolodgicas basales se muestran en la Tabla N.-1. No encontramos diferencias
entre los grupos, fueron homogéneos, lo que nos indica que la aleatorizacion si

funcioné.
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Figura N.- 1. Diagrama de flujo del estudio (ESQUEMA CONSORT)

Invitados a participar = 120

Elegibles = 100

Excluidos = 20:

inclusion=9

1.- No cumplieron criterios de

2.- No firmaron el consentimiento
y/o asentimeinto informado=9

3.- No les interesé el estudio=2

Incluidos = 80

40

Asignacién al grupo Vitamina D =

Asignacién al grupo placebo =
40

Pérdidas=5
* Pérdida de

abandono

Seguimiento = 40

seguimiento=4 por

*No continla=1por
cambio de domicilio

Seguimiento = 40
Pérdidas=10
* Pérdida de

Analizados = 35

seguimiento=9 por
abandono
*No continla =1 por
caida del cabello

Analizados = 30

58



Tabla N.- 1. (A) Caracteristicas basales generales de la poblacion de estudio, (B) Comorbilidades,

(C) Laboratorios, (D) Citologia nasal, (E) Inmunoglobulinas totales, (F) Citocinas.

(A) Caracteristicas basales generales de la poblacién estudiada

Vitamina D Placebo valor de
p
n=40 n=40
Género Masculino n (%) 20(50) 20(50) 1
Femenino n (%) 20(50) 20(50) 1
Edad en afios media (DE) 7.02(2.91) 6.85(2.76) 0.783
Vitamina D (ng/ml) media (DE) 20.9(6.32) 22.6(4.86) 0.182
Peso en Kg media (DE) 26.75(11.9) 25.12(9.83) 0.508
Talla en metros media (DE) 1.22(0.19) 1.2(0.17) 0.611
Fumador pasivo n (%) 22(55) 18(45) 0.371
Tomé leche materna minimo 4 meses n (%) 15 (37.5) 20 (50) 0.26
Vivienda Urbano n (%) 34(85) 37 (92.5) 0.288
Rural n (%) 6(15) 3(7.5) 0.288
Utiliza protector solar diariamente n (%) 12(30) 11 (27.5) 0.805
Convive con animales n (%) 28 (70) 24 (60) 0.348
(B) Comorbilidades
Vitamina D Placebo valor de p
Comorbilidades n (%) n=40 n=40
Asma 20 (50) 20 (50) 1
Conjuntivitis alérgica 27 (67.5) 28 (70) 0.809
Dermatitis atopica 11 (27.5) 11 (27.5) 1
Urticaria 2 (5) 5(12.5) 0.235
Alergia a alimentos 9 (22.5) 5(12.5) 0.239
Alergia a medicamentos 8 (20%) 7 (17.5) 0.775
Sinusitis 20 (50) 16 (40) 0.369
Adenoiditis 15 (37.5) 18 (45) 0.496
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(C) Laboratorios

Laboratorios Media (DE) Vitamina D Placebo valor de p

Linfocitos NUmero absoluto 3193.25 (1453.01) 3198.5(1413.95) 0.987

Neutrofilos NUmero absoluto 3366.25 (1254.63) 3960.50 (1827.57) 0.094

Eosindfilos Ndmero absoluto 392 (324.95) 428 (389.41) 0.655

Basdfilos NUmero absoluto 41.8 (45.68) 47.42 (111.18) 0.768

Monocitos Ndmero absoluto 540.82 (216.57) 573.5 (253.87) 0.538

Eritrocitos NUmero absoluto 5120250 (353034.37) 5141000 (530712) 0.837

Hematocrito (%) Nimero absoluto 43.10 (3.08) 43.47 (3.02) 0.585
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(D) citologia nasal

Vitamina D Placebo valor de p

14 (35) 13 (33.3)

Abundante 7 (17.5) 4 (10.3)

PMN en citologia nasal n (%) Ausente 9 (22.5) 4 (10.3)

Moderado 13 (32.5) 15 (38.5)
0.539
Campo lleno 0 1(2.6)
(E) Inmunoglobulinas totales en sangre periférica
. Vitamina D Placebo
Media (DE) N=40 N=40 valor de p

IgG total (mg/dl) 1110.35 (274.25) 1155.52 (284.96) 0.633

IgE total (Ul/ml) 379.82 (686.93) 440.3 (560.94) 0.556




(F) Citocinas plasmaticas en pg/ml

Vitamina D Placebo
Media (DE) pg/ml valor de p

N=40 N=40
IL-2 21.39 (67.64) 13.92 (27.67) 0.579
IL-4 11.01 (16.03) 3.99 (6.97) 0.032
IL-5 23.26(39.9) 12.58(12.38) 0.386
IL-6 69.52(71.6) 45.89(27.3) 0.224
IL-9 23.96(37.17) 9.53(12.34) 0.243
IL-10 6.99 (38.66) 3.95 (19.83) 0.704
IL-13 10.07(17) 5.07(4.8) 0.258
IL-17A 114.33 (66.41) 122.60 (54.74) 0.603
IL-17F 35.01(52.78) 13.57(17.59) 0.331
IL-21 41.34 (21.22) 36.19 (8.97) 0.227
IL-22 50.53 (50.31) 52.82 (36.8) 0.842
TNFalfa 202(363.3) 92.65(127) 0.5
INF g 60.15 (78.49) 57.14 (51.67) 0.862

Incluimos nifos y nifias de 3 a 12 afos de edad. La media de edad global fue de
6.98 (DE 2.82). Mediante la asignacién en bloques controlamos la presencia o
ausencia de asma, es decir la mitad de los pacientes presentan la enfermedad. En
los dos grupos mas del 80% de pacientes residen en zona urbana. Las
comorbilidades mas importantes presentes en la poblacién estudiada fueron la
conjuntivitis alérgica con el 70% vy sinusitis presente en 40% de los pacientes en

los dos grupos; mientras que la dermatitis atdpica se presentd en el 27 % de los
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nifios/as. En general se presentd eosinofilia y niveles incrementados de IgE

basales, esto es esperado por ser pacientes alérgicos.

Vitamina D

Utilizamos la clasificacion de la Sociedad American de Endocrinologia, quienes
recomiendan que los niveles de vitamina D se los clasifique como deficiencia si
25(0OH) D esta por debajo de 20 ng/ml (50 nmol/liter) e insuficiencia si 25(OH) D
esta entre 21-29 ng/ml (525-725 nmol/liter); por lo tanto los valores superiores a
30 ng/ml se consideran normales. Uno de los criterios de inclusion a este estudio
fue que presenten niveles por debajo de 30 ng/ml. Los resultados de los valores

basales son presentados en la Tabla N.- 2.

Tabla N.- 2. Valores basales de vitamina D en ng/ml en los 2 grupos.

Categorias
Suficiencia Insuficiencia Deficiencia
Media (DE) n (%) n (%) n (%)
>30 ng/ml 21-29 ng/ml <20 ng/ml
Rinitis 19.46
alérgica (6.74) 0 8 (40) 12 (60)
Vitamina D Rinitis 9513
alérgica G 69) 0 14 (70) 6 (30)
mas asma '
Estado
basal o
Rinitis 21(6.32) 0 13 (65) 7 (35)
alérgica
Placebo Rinitis
alérgica 20.91(4.23) 0 15 (75) 5 (25)
mas asma




Pruebas cutaneas

Se realizaron pruebas cutaneas para poélenes, inhalables intra domiciliarios,
mascotas y hongos a todos los pacientes (Suplementarios, Tabla N.-1). El
alérgeno que mas sensibilizacion presentd fue dermatofagoides. En la figura N.- 2

mostramos los 8 alérgenos mas frecuentes.

Figura N.- 2. Alérgenos mas frecuentes.

Alérgenos mas frecuentes

E Numero de pacientes positivos  H Porcentaje

51.3
41

18 17 16201 1620 15188 188 14175

Se muestran los 8 alérgenos mas frecuentes en la poblacién de estudio. En la primera columna
observamos el niimero de pacientes positivos al antigeno estudiado mediante pruebas cutaneas.
En la segunda columna el porcentaje.
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Objetivo principal

La variable de salida principal o “endpoint” mas importante del estudio fue evaluar

la eficacia de la vitamina D como adyuvante a la inmunoterapia especifica con

alérgenos en niflos de 3 a 12 afios de edad con diagndstico de rinitis alérgica en

términos de reduccion del tiempo de respuesta terapéutica medidos con la escala

validada CaratKids Score pediatrico de 17 puntos. El resultado se muestra en la

figura N.-3

Figura N.- 3. Mejoria clinica mas temprana a los 3 meses en el grupo de vitamina D comparado

con placebo.
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La media de los valores basales del Score CaratKids fue similar. A los 3 meses el
grupo de vitamina D presenta una media de 3.1, mientras que el grupo placebo
presenta una media de 6, mostrando diferencia (p=<0.001). Los valores del score
en el grupo de vitamina D fueron similares a los 3 y 6 meses (p=0.288); mientras
que en el grupo placebo fueron diferentes (p=<0.001). A los 6 meses, los dos
grupos presentaron medias del score similares, lo que refleja mejoria clinica en los
dos grupos. Utilizando los valores de los 3 meses, calculamos la d de Cohen y la
correlacion del tamafio del efecto, obteniendo 0.61 de d de Cohen y correlacion

del tamano del efecto de 0.3.

Valoracion por escalas de control de rinitis alérgica

En la figura N.-4 presentamos los resultados de la valoracion con la escala rTNSS
para control de los sintomas y signos de rinitis alérgica. Los resultados se

presentan en medianas.

Figura N.- 4. Mejoria clinica mas temprana a los 3 meses valorado por rTNSS.
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Clasificacion ARIA

La OMS recomienda utilizar la clasificacion establecida por el programa ARIA
(Allergic Rhinitis and Its Impact on Asthma), que de acuerdo a la duracion de los
sintomas la categoriza en intermitente (menos de cuatro dias a la semana y
menos de cuatro semanas al afio) o persistente (mas de cuatro dias a la semana y
mas de cuatro semanas al afio). La gravedad se establece, teniendo en cuenta el
compromiso clinico del paciente, en: leve (suefio normal, sin impedimento de la
actividad diaria: deporte, tiempo libre, escolaridad, trabajo y sin asociacién
morbida) o moderada/grave, donde se encuentran afectados cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente. Presentamos los resultados de la

valoracion basal, alos 3y a los 6 meses de la clasificacidon ARIA en la figura N.-5.
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Figura N.- 5. Valoracion en el tiempo de la clasificacion ARIA en los dos grupos, Basal.
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Figura N.- 5. Valoracion en el tiempo de la clasificacion ARIA en los dos grupos, a los 3 meses.
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Figura N.- 5. Valoracion en el tiempo de la clasificacion ARIA en los dos grupos, a los 6 meses.

Tratamiento: Vitamina D

S0.0%
50.0%
2
=
=
ar
£ 40.0%—
{ T4.29%
20.0%—
|—|2 B8579% |—| S T14%
0% T T T T
Intermitente leve Intermitente moderado Persistente leve Persistente moderacdo
severa severo
ARIAALOS 6 MESES
Tratamiento: Placebo
50.0%
2,
£ a0.0%—
]
o
BE.75%%
g
[~
20.0%%
18.75%%
9.375%
3.125%
0% T T T T
Intermitente leve Intermitente moderado Persistents leve Persistente moderacdo
severo severo

ARIAALOS 6 MESES




Valoracion de la respuesta clinica en los pacientes con rinitis alérgica y asma

mediante GINA.

Asma fue una variable que controlamos en la asignaciéon de pacientes. Valoramos

la respuesta clinica en los dos grupos con la clasificacién de GINA. Los resultados

se muestran en la figura N.- 6. Podemos observar que en el estado basal los

pacientes estdn en dos categorias de control: parcialmente controlado y no

controlado y a los 3 y 6 meses la mayoria de pacientes estan controlados en los

dos grupos sin observarse diferencias.

Figura N.- 6. Categorias de valoracidon de GINA en pacientes con rinitis alérgica y asma.
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Comportamiento de la vitamina D.

En la figura N.- 7 y en la tabla N.- 3 describimos el comportamiento de la vitamina

D en los dos grupos.

Figura N.-7. Comportamiento de la vitamina D en la poblacion estudiada.
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Tabla N.- 3. Comportamiento de la vitamina D en la poblacion estudiada.

Categorias

Media (DE) Suficiencia, n (%) Insuficiencia, n (%)  Deficiencia,n (%)
Rinitis alérgica 19.46 (6.74) 0 8(40) 12 (60)
Vitamina D Rinitis alérgica mas
22.13(5.69) 0 14 (70) 6 30)
asma
Estado basal
Rinitis alérgica 2(6.32) 0 13 (65) 7(35)
Placebo
Rinitis alérgica mas
: 2091(4.3) 0 15 (75) 5(25)
asma
Rinitis alérgica 32.84(9.49) 10 (50) 8 (40) 0
Vitamina D Rinitis alérgica mas
364 (74) 13 (65) 5(25) 1)
asma
3 meses de
seguimiento Rintisalérgca 2663 (10.73) 10(50) 3(15) 4(20)
Placebo i alérgica més
.16 (6.14) 6.(30) 8 (40) 3(15)
asma
Rinitis alérgica 29.54(7.8) 420) 8(40) 1(5)
Vitamina D g alérgica mas
138735 13 (65) 2(10) 0
asma
6 mases de
seguimiento Rintisalérgca 29,64 0.17) 5(29) 5(29) 165
Plecebo Rinitis alérgica mas
26.17(4.82) 420) 6(30) 2(10)
asma

Como fue esperado, los valores de los niveles de la vitamina D en el grupo de
intervencidn subieron a los 3 y 6 meses, siendo diferentes a los valores basales.
Los valores de los niveles de vitamina D en el grupo placebo también subieron,

aungque menos que le grupo intervencion.
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Citocinas

IL-10

Las concentraciones basales de IL-10 fueron similares en los dos grupos. A los 3
meses se incrementd en el grupo de VitD (p=0.034). Al comparar las
concentraciones basales de IL-10 contra las concentraciones a los 3 meses, se
observa que fueron diferentes en el grupo de VitD (p=0.002). Los resultados se

muestran en la figura N.-8.

Figura N.- 8. Comportamiento de la citocina IL-10.
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INF-y

Las concentraciones basales de INF-y fueron similares en los dos grupos. A los 3

meses incrementaron las concentraciones en el grupo de VitD (p=0.038). A los 6

meses en los dos grupos claramente se observan diferencias, los valores de INF-y

disminuyen con respecto a los basales y a los valores de los 3 meses. Los

resultados se muestran en la figura N.-9.

Figura N.- 9. Comportamiento de INF-y.

120

100
- |

E 50
>
o
o
£
>

5 60
Z
©
=

40

20

7

T
Basal

*%

%

3 meses 6 meses

Tiempo

Barras de error: 95% CI

Tratamiento

CJPlacebo
Vitamina D

*p=<0.01
**n=<0.05

76



IL-2

Las concentraciones plasméticas de IL-2 fueron similares en la medicion basal y a
los 6 meses. Aunque a los 3 meses no se encontrd diferencia entre los dos
grupos, esta citocina increment6 en el grupo de VitD donde la mediana fue de
32.89 a los 3 meses con respecto al valor basal (mediana de 23) y una p=0.033.

Los resultados se muestran en la figura N.-10.

Figura N.- 10. Comportamiento de la citocina IL-2.
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IL-17A

Se observé un incremento de IL-17A al tercer mes en el grupo de VitD, y no en el

grupo placebo. A los 6 meses de tratamiento en los dos grupos disminuyen los

valores de esta citocina comparados con los valores de los 3 meses. Los

resultados se muestran en la figura N.-11.

Figura N.- 11. Comportamiento de la citocina IL-17A.
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IL-13

Los valores basales de IL-13 fueron similares (mediana de 3.8 para VitD y 3 para
placebo). A los 3 meses IL-13 subi6 en el grupo placebo (p=0.045). Los niveles de
esta citocina no se modificaron a los 3 meses en el grupo de VitD, pero si

incrementaron a los 6 meses. Los resultados se muestran en la figura N.-12.

Figura N.- 12. Comportamiento de la citocina IL-13.

1om p=0.021 Tratamiento
- _ T CPriacebo
p=0.023 @& vitamina D
10
p=0.045
£ 7
S
o
)
~
= 67
-
@
=
4
2

3 meses

Tiempo

Barras de error: 95% CI

79



IL-21

Se observo que incrementaron los niveles de IL-21 a los 3 meses en el grupo

placebo, mientras que en el grupo de VitD fueron similares. A los 6 meses

subieron los niveles de esta citocina en los dos grupos y fueron mas altos

comparados con los valores basales y los valores de 3 meses. Los resultados se

muestran en la figura N.-13.

Figura N.- 13. Comportamiento de la citocina IL-21
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IL-4

IL-4 no fue diferente entre los dos grupos en las mediciones basales, a los 3 ni a
los 6 meses. Se observaron diferencias de incremento cuando comparamos las
medianas de VitD y placebo a los 3 y 6 meses. IL-4 increment6 en el grupo
placebo entre el valor basal y a los 6 meses (p=<0.05). Los resultados se

muestran en la figura N.-14.

Figura N.- 14. Comportamiento de la citocina IL-4.
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IL-5

El analisis de los valores de IL-5 mostrd que no existen diferencias inter ni entre
grupos en las mediciones basal, a los 3 ni a los 6 meses. Los valores (medianas)
de IL-5 fueron de 9 pg/ml basal, a los 3 meses 12 pg/ml y a los 6 meses 20 pg/ml
en el grupo de vitamina D; de 8 pg/ml basal, a los 3 meses 10 pg/ml y a los 6
meses 19 pg/ml en el grupo de placebo. Los resultados se muestran en la figura

N.-15.

Figura N.- 15. Comportamiento de la citocina IL-5.
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IL-6

IL-6 incremento a los 3 meses en los dos grupos comparando con el valor basal. A
los 6 meses no se modificaron los valores. Las comparaciones entre grupos al
inicio, a los 3 meses y a los 6 meses no mostraron diferencias. Los resultados se

muestran en la figura N.-16.

Figura N.- 16. Comportamiento de la citocina IL-6.

§90 Tratamiento
ClPiacebo
Vitamina D
*p=<0.001
100 e **p=0.039
*%
E 80 *
k=)
o
=
w
g 60
- !
= 7
ry
20
0

T
3 meses 6 meses

Tiempo

Barras de error: 95% CI

83



IL-9

IL-9 en la primera medicion presenta un valor (mediana) de 6 pg/ml en el grupo de
vitamina D y 5 pg/ml en el grupo placebo. A los 3 meses 11 pg/mly a los 6 meses
16 pg/ml en el grupo de vitamina D, mientras que en el grupo placebo alos 3y 6
meses los valores fueron de 8 pg/ml. No encontramos diferencias a los 3 ni 6
meses. Las dispersiones son grandes. Los resultados se muestran en la figura N.-

17.

Figura N.- 17. Comportamiento de la citocina IL-9.
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IL-17F

Al comparar los niveles de la citocina IL-17F no encontramos diferencias. Fueron
similares entre los grupos e inter grupos en las mediciones basales, a los 3y a los
6 meses. Las dispersiones fueron grandes. Los resultados se muestran en la

figura N.-18.

Figura N.- 1. Comportamiento de la citocina IL-17F.
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IL-22

Los valores basales en el grupo VitD fue 22.22 pg/ml y 62.99 pg/ml en el grupo
placebo, sin embargo no fueron diferentes estadisticamente. A los 6 meses en el
grupo de vitamina D disminuy6 (p=0.015). En el grupo de vitamina D los valores
en pg/ml (medianas) de IL-22 fueron de 22, 70 y 18, basal, a los 3 meses y 6
meses, respectivamente; en el grupo de placebo los valores en pg/ml (medianas)
de IL-22 fueron de 62, 70 y 19, basal, a los 3 meses y 6 meses, respectivamente.
A los 6 meses disminuyeron los valores de IL-22 en los dos grupos. Los resultados

se muestran en la figura N.-19.

Figura N.- 19. Comportamiento de la citocina IL-22.
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TNF alfa

No se modificaron los valores de TNF alfa en las mediciones entre los grupos en

las mediciones basales a los 3 y a los 6 meses. A los 6 meses en el grupo placebo

fue 0. Los resultados se muestran en la figura N.-20.

Figura N.- 20. Comportamiento de TNF alfa.
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Analisis multivariado

Realizamos el analisis multivariado aplicando MANOVA de efectos globales. Los

resultados los mostramos en la Tabla N.- 4.

Tabla N.- 4. Andlisis multivariado. En el modelo las variables de salida fueron el Score CaratKids y
los niveles de vitamina D. Ajustado por edad, género y presencia o ausencia de asma.

Tratamiento Variables de Valor de p
salida
Vitamina D Score Basal 3 meses <0.001
Basal 6 meses <0.001
3 meses 6 meses 0.953
Vitamina D Basal 3 meses <0.001
(ng/ml) Basal 6 meses <0.001
3 meses 6 meses 0.238
Placebo Score Basal 3 meses <0.001
Basal 6 meses <0.001
3 meses 6 meses 0.001
Vitamina D Basal 3 meses 0.006
(ng/ml) Basal 6 meses 0.003
3 meses 6 meses 0.593

Biomarcadores

Células en citologia nasal

Estudiamos eosindfilos y células PMN en citologia nasal. Se clasificaron en 4
grupos: ausente, leves, moderados, abundantes y campo lleno. En la comparacién
de los porcentajes basales contra 3 y 6 meses (ji cuadrada), estas células

disminuyeron con el paso del tiempo en el grupo placebo (p=0.011) y en el grupo
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de VitD (p=<0.001). A los 3 meses en el grupo de vitamina D los eosindfilos se

negativizaron en mas pacientes comparando con el grupo placebo.

Figura N.- 23. Eosindfilos en citologia nasal.
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Tratamiento: Placeho
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EOSINOFILOS EN CITOLOGIA NASAL

Eosinofilos, basofilos y citologia nasal.

En el grupo de VitD disminuyeron los basdfilos (p=0.018), eosinofilos séricos
(p=0.038) y nasales (p=0.046). En el grupo placebo también disminuyeron los

eosindfilos nasales (p=0.03) y PMN nasales (p=0.05) a los 3 meses.
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Figura N.- 24. Comportamiento de los eosindfilos totales.
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Correlacién entre vitamina D e inmunoglobulina E

Para hacer el analisis de correlacion entre VitD e IgE, normalizamos los valores de
IgE mediante logaritmo natural. Observamos una correlaciébn negativa (p=0.01)

con una r? de 0.178 en el grupo de VitD a los 3 meses.
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Figura N. 25. Correlacion negativa entre VitD e IgE.

Tratamiento: Vitamina D

a0

40

o

y=46.27+-2 510

Y=37.47+-1. 31"
o OO

C E% fii:: S0

Vitamina D en ng/ml
o]
]
8 )

204

. ) O -
y=24 63+-0.8% ¥

& -—

m o

L] o oo

107

|:|-—

0

O

- 0
o -
o

Tiempo
) Basal
) 3 meses

G meses
.. Basal
. 3 meses

G meses

Basal: R? Lineal = 0.038
B meses: RE Lineal =0178
E meses: R= Lineal = 0.087

Inmunoglobulinas

En la figura 26 mostramos el comportamiento de las inmunoglobulinas en el

tiempo en los dos grupos.
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Figura N.- 26. Comportamiento de las inmunoglobulinas. (a) 19G, (b) IgM, (c) IgA.
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No hay diferencias, se comportan similares los dos grupos, en las tres mediciones.
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No hay diferencias, se comportan similares los dos grupos, en las tres mediciones.

Deltas de cambios a los 3 meses en los dos grupos

La media de la Delta de cambio de los valores de CaratKids, el grupo de VitD fue

de -8.27, mientras que en el grupo placebo fue de -5.3 (p=<0.001), figura N.-27.
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Figura N.- 27. Delta de cambios en CaratKids.
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La media de la Delta de cambio de los niveles de VitD, en el grupo de VitD fue de

13.68, mientras que en el grupo placebo fue de 5.05 (p=<0.001). , figura N.-28.

Figura N.- 28. Delta de cambios en niveles de VitD.
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Analisis de datos

Analisis multivariado de las Deltas de cambio

En las tablas N.-5 y N.- 6 mostramos los resultados del analisis multivariado de las

deltas de cambio en CaratKids y VitD.

Tabla N.-5. Delta de cambios en CaratKids. Modelo multivariado ajustado por edad, género,
presencia o ausencia de asma y consumo de leche materna.

Valor de p
Asma 0.031
Delta de cambios en CaratKids entre valores basales y 3 meses Eqad 0.036
Género 0.8
Leche materna 0.8

Tabla N.-6. Delta de cambios en VitD. Modelo multivariado ajustado por edad, género, presencia o
ausencia de asma y consumo de leche materna.

Valor de p
Asma 0.5
Delta de cambios en Vitamina D entre valores basales y 3 meses Ed,ad 0.024
Género 0.9
Leche materna 0.05
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Discusion

Este estudio de investigacion aborda un tema relevante a nivel mundial y también
en México, en donde la rinitis alérgica es prevalente y en ocasiones de dificil
control, representando un problema de salud publica por la morbilidad que

implican en la poblacién pediatrica®.

Nuestra linea de investigacion es la inmunomodulacion con vitamina D en
enfermedades alérgicas. Los estudios previos a nivel mundial utilizan como criterio
de inclusion pacientes que tengan niveles insuficientes o deficientes de vitamina
D. El primer paso para iniciar este estudio fue describir cual es la prevalencia de
nifios con niveles de vitamina D por debajo de 30 ng/ml. Coincidiendo con la

|37

literatura mundial®’, encontramos que el 70% de los nifios alérgicos que acuden a

nuestra consulta externa presentan niveles de vitamina D por debajo de 30

ng/ml”®.

En la poblacion pediatrica en general, la obesidad se ha relacionado con niveles
bajos de VitD* °’. Por lo tanto, decidimos controlar esta variable. Incluimos a
pacientes con IMC normal para la edad percentilado. Otros factores de riesgo
posibles descritos en la literatura son raza negra, vivir en lugares sin sol por
muchos meses del afio como los paises nérdicos, falta de ingesta de alimentos

que contengan vitamina D°.

Teniendo en cuenta que podemos mejorar el tiempo e intensidad de respuesta de
ITESC, intentamos lograrlo mediante inmunomodulacién con vitamina D*2. Otros

estudios clinicos con pacientes demostraron que en 3 meses, la administracion de
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VitD produce efectos terapéuticos benéficos’® 2.

Nosotros mostramos que
disminuye el tiempo del inicio de mejoria clinica en nifios con rinitis alérgica con la

administracion de ITESC mas vitamina D.

CARATKids, es el primer cuestionario validado para analizar la respuesta clinica
de nifios con rinitis alérgica y asma®. Las herramientas utilizadas para medir
mejoria clinica son las recomendadas para estudios de investigacion, las mismas

gue en nuestro estudio mostraron cambios benéficos a favor del grupo de VitD.

Los valores basales fueron similares en los dos grupos por la aleatorizacion, lo
cual nos permite hacer el analisis inferencial. Para incluir a los pacientes se invitd
a participar a mas de 100 nifios y fueron evaluados los niveles de vitamina D para
valorar criterios de inclusion. Utilizamos la clasificacién de los endocrinélogos de
los Estados Unidos, donde se recomienda que valor normal es méas de 30 ng/ml”*.
Sorprendentemente, encontramos que al utilizar esta clasificacion el 70% de los
nifos de la consulta externa presenta valores inferiores al punto de corte
utilizado”. Nos queda la interrogante si esta clasificacion es util para nifios
mexicanos. Al no tener otra clasificacion validada, utilizamos la americana. Los
alérgenos mas frecuentes que sensibilizaron a nuestros pacientes fueron: acaros
41 pacientes (51.3%), prosopis 18 pacientes (22.6), fresno y ligustrum en tercer
puesto (cruce antigénico conocido) 17 pacientes (21.3%), schinus y chenopodium
en cuarto lugar con 15 pacientes (18.8) y en quinto puesto gato 14 pacientes

(17.5%). La media de vitamina D basal en el grupo placebo fue de 21 ng/mly en el

grupo de intervencion fue de 20 ng/ml (p=0.384).
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En este trabajo encontramos que en nifilos con rinitis alérgica, al suplementar
vitamina D a la inmunoterapia especifica subcutédnea, la mejoria clinica aument6 a
los 3 meses, ya que el grupo de VitD presenté menor valor en el CARATKIids que
en el grupo placebo. En el analisis multivariado, se corrobora este hallazgo y
sefiala que la VitD mejora el beneficio clinico de la inmunoterapia a los 3 meses,

llegando a valores de CARATKIds que se alcanzan en el placebo hasta 6 meses.

No encontramos en la literatura un estudio que demuestre la eficacia de VitD como
adyuvante a la ITESC en nifios con rinitis alérgica en términos de tiempo para
acelerar la mejoria clinica. Este es el primer reporte, donde mostramos que la
administracion de VitD como adyuvante a la ITESC acelera el tiempo de mejoria

clinica en pacientes con rinitis alérgica.

En el grupo intervencién, a los 3 meses los niveles de VitD cambié como se tenia
esperado y la media fue de 34 ng/ml (p=<0.001) y a los 6 meses baj6é a 31 ng/ml.
Sin embargo, llama la atencion que en el grupo placebo la media sube de 21 ng/ml
a 25 ng/ml (p=0.05) y a los 6 meses 28 ng/ml, no llegan a valores normales, es
decir 30 ng/ml; sucedié un comportamiento similar en el estudio VIDA®> en donde
se observa que el 9% de pacientes en el grupo placebo incrementaron sus valores
a niveles superiores de 30 ng/ml. Podemos analizar varios supuestos de este
incremento en el grupo placebo, como ingesta de suplementos alimenticios con
vitamina D, cambio de estilo de alimentos, incremento de exposicién a la luz solar,
ingesta de suplementos alimenticios que no fueron considerados en las
valoraciones clinicas. Cuando hicimos un sub analisis entre los nifios con RA 'y

asma y nifios con RA sin asma, a los 3 y 6 meses los niveles suficientes de
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vitamina D, es decir, mas de 30 ng/ml, no fueron diferentes en el grupo de nifios
con rinitis alérgica y rinitis alérgica mas asma. El analisis de los biomarcadores de
alergia, es decir, linfocitos, eosindfilos, neutréfilos, e inmunoglobulinas mostré que
en los dos grupos a lo largo del tiempo basal, 3 y 6 meses mediante ANOVA no

fueron diferentes.

Pensamos que los cambios bioldégicos tenian que ser in-situ, por lo que
analizamos células en la mucosa nasal. La citologia nasal (eosindfilos y PMN) la
estudiamos como variables categoricas; la primera ausencia de células, la
segunda presencia leve de células, tercera presencia adundante de células y
cuarta campo lleno. Analizamos con una ji cuadrada y encontramos que los

eosinofilos y los PMN disminuyen mas temprano en el grupo de VitD (p=<0.005).

El comportamiento de las citocinas nos mostré que cuatro se comportan de forma
similar. 1L-10, IL-17, IL-22 e IFN-y. IL-10 incrementé en el grupo VitD a los 3
meses. Estd descrito que la ITESC incrementa IL-10 para la controlar la
inflamacion alérgica mediante tolerancia inmunolégica. Entonces esperamos que
se incremente en los dos grupos. Al incrementar IL-10 a los 3 meses en el grupo
de VitD, proponemos que vitamina D incrementa la respuesta inmune tolerogénica
mediada por IL-10, lo cual coincide con otros autores que han reportado que IL-10
se asocia con tolerancia inmunoldgica e incremento de respuesta celular mediado
por T reg®. Sin embargo también conocemos que IL-10 es producida por varias
sub clases celulares ademas de T reg como TH1, TH2, TH17, NK, CD8+, células
B reguladoras, células dendriticas, macréfagos, mastocitos, eosindfilos y

neutroéfilos. Entonces parece ser que VitD es uno de los estimulos celulares para
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la produccion de IL-10 en nifios con rinitis alérgica que reciben ITESC. Es posible
que la vitamina D como adyuvante a la ITECS presente un efecto en la
diferenciacion, respuesta inmune tolerogénica y homeostasis como se discute en
otros articulos®®. También es esperado que disminuyan los valores por activacion
del “feedback” de regulacién de esta citocina. A los 6 meses encontramos esta
diferencia, dejamos abierta la probabilidad de que en los siguientes meses ocurra
este fendmeno biol6gico®. IL-2 increment6 a los 3 meses en el grupo de VitD.
Conocemos que IL-2 es crucial para mantener T reguladoras, diferenciacion de
células CD4+ hacia subclases de células T efectoras como resultado de un
estimulo antigénico, en nuestro caso, los antigenos de la ITESC®.. IL-17A induce
citocinas y quimiocinas, recluta y activa neutréfilos®. Tiene efectos
antiparasitarios, como parte de la respuesta inmune tipo 2 % Estos datos son
consistentes con la propuesta de que IL-17 facilita la respuesta de tipo 2 en otras
patologias como alergias®’. La capacidad de IL-17 en inflamacién de tipo 2 se ha
convertido recientemente en un centro de atencidbn para investigacion de
alergias®, aunque todavia falta muchos mecanismos por explicar ya que es una
relacion muy compleja. Se ha visto que algunas citocinas de los linfocitos Th2
suprimen IL-17A en el pulmén®. Nuestros resultados muestran que los niveles de
IL-17A incrementan en el grupo de VitD a los 3 meses y luego disminuyen a los 6
meses, sucede lo mismo en el grupo placebo donde disminuyen a los 6 meses. En
este estudio, los niveles de IL-13 incrementaron a los 3 meses en el grupo
placebo, y no en el grupo de VitD, lo que concuerda con otros estudios® que han
reportado que después de exponer células CD4+ hacia alérgenos, los niveles de

IL-13 incrementan y al adicionar VitD, disminuye la produccion de IL-13.
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Observamos que IL-21 incrementa en los dos grupos. En el grupo placebo
incrementa a los 3 y 6 meses. Sin embargo en el grupo de VitD no incrementan los
valores a los 3 meses. Sospechamos que VitD retrasa este incremento, porque en
otro estudio® se demostr6 que la deficiencia de vitamina D favorece la produccion
de células B productoras de IL-21; y en condiciones de suficiencia de vitamina D
se facilita la diferenciacion hacia células T y B reguladoras no productoras de IL-
21. Los efectos de VitD en células productoras de IL-4, especialmente Th2 es
controversial. Existen estudios que sugieren que VitD inhibe IL-4, asi como hay
otros que muestran incremento de esta citocina® % %% En nuestro estudio

incrementaron los valores de IL-4 en los dos grupos a los 3 y 6 meses.

Se conoce que después de su activacion, las células T-helper 1 (Th1) producen
interferon gamma (IFN-y) e IL-2, pero no IL-4 ni IL-5°°. Nosotros encontramos que
a los 3 meses incrementa IFN-y en el grupo de VitD, pero a los 6 meses disminuye

en los dos grupos.

IgA se considera que es un isotipo de anticuerpo anti inflamatorio. En los humanos
puede tener a través de IgA FcaRI un efecto doble y puede actuar en activacion o
Inhibicién celular en mastocitos®®. Los eosinéfilos humanos también pueden ser
activados por IgA® y el nivel de IgA especifica de alérgeno se correlaciona con la
proteina catiénica de eosindfilos en pacientes alérgicos sometidos al alérgeno®*
Nuestros resultados revelaron que no se modificaron los niveles de IgA. Taher et
al.®* detectd un aumento de IgA en el suero de ratones tratados con alérgeno

combinado con VD3 en comparacion con placebo.
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Conclusion

Los nifios/as con RA que recibieron 1600 Ul de vitamina D como adyuvante a la
ITESC mejoraron sus sintomas clinicos en menos tiempo (3 meses) comparado
con los nifilos/as que recibieron ITESC mas placebo. Las variables clinicas y los
biomarcadores fueron similares a los 6 meses. La mejoria clinica de los pacientes
correlacioné con el incremento de IL-10, IL-17A, IFN-y, basofilos y eosindfilos,
juegan un rol en la modulacion inmunolégica y clinica mas temprana cuando se

administra vitamina D los 3 primeros meses como adyuvante a ITESC.

Proponemos que cuando se inicie ITESC en nifios con rinitis alérgica se

administre como adyuvante 1600 Ul de vitamina D los 3 primeros meses.
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ANEXOS

Anexo N.- 1. Cuestionario CaratKids

Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test
® for kids

Debido a las alergias ha presentado:

Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test
for kids

sl NO 11.- Debido a las alergias tiene limitacion, cansancio o S o
1, Nariz tapada dificultad para hacer actividades diarias D D
s No 12.- Se despierta por las noches por sus alergias Bl No
2, Estornudos D D
13.- Tiene sintomas de alergias al amanecer cuando te sl NO
Sl NO levantas
3, Comezon de la nariz D D
[ u 5
4, Rinorrea hialina
14.- Has tenido que faltar a clases por tus alergias Sl NO
Sl NO
5, Molestias en la garganta
15- Necesit p— sl NO
habitualmente
Sl NO
6, Comezon y congestion en
v 0o
. < -~ . SI NO
16.- Necesidad de acudir a un médico de urgencia
Sl NO D D
7, Falta de aire
sl
17 Necesidad de hosptlizacion de urgencias poras
alergias D D
Sl NO
8, Dolor u opresion del pecho
] NO o
9, Tos (™
10 Naletar, tos, fta deaire, cuandohacesersiio. & MO
‘00
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Anexo N.- 2. Hojas y cartas de consentimientos y asentimientos.

HOJA DE ASENTIMIENTO PARA NINOS DE 3 A 12 ANOS

Titulo del protocolo: “Vitamina D como adyuvante a la inmunoterapia especifica subcutanea en pacientes con rinitis alérgica"
Investigador principal: Dr. Guillermo Velazquez Sdmano

Sede donde se realizara el estudio: Hospital General de México, O.D. Servicio de Alergia e Inmunologia Clinica y Unidad de
Medicina Experimental HIPAM

El proyecto de investigacién corresponde a: Investigacién con riesgo mayor al minimo

Nombre del Paciente:

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

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedird que ponga su huella digital en
esta forma de asentimiento, de la cual se le entregara una copia firmada y fechada.

1. Justificacién y objetivos del estudio

La rinitis alérgica es una enfermedad en la que se inflama la mucosa de la nariz por lo tanto el tratamiento que los médicos
recomendamos en general son medicinas antiinflamatorios, antialérgicos (o también llamados antihistaminicos) y vacunas
(o también llamada inmunoterapia). Esto tiene que mantener a los enfermos sin sintomas y tener una vida normal. Sin
embargo algunos enfermos contindan con problemas de su salud en los primeros meses, mejoran poco 0 no mejoran.
Entonces nos gustaria averiguar si las vacunas funcionan mas rapido y mejor tomando una medicina llamada vitamina D
(colecalciferol vitamina D3) 1 tableta de 1600 Ul al dia. Cuando administramos este medicamento a esta dosis baja es muy
seguro y no se ha visto ningun efecto secundario en otros estudios, entonces pensamos que tampoco en este estudio se
presentaran efectos secundarios. Es importante mencionar que tiene toda la libertad para retirarse del estudio cuando usted
guste. Las alternativas de este tratamiento son que pueden tomar la medicina o una tableta sin el medicamento. Le
invitamos a participar en este estudio de investigacion que tiene como objetivo determinar la eficacia de una medicina
llamada vitamina D (colecalciferol vitamina D3) 1 tableta de 1600 Ul al dia para mejorar el tiempo de accién de las vacunas
de alergias en nifios y nifias con rinitis alérgica.

2. Procedimientos

En caso de que acepte participar en el estudio, se le realizaran algunas preguntas sobre sus habitos y sus antecedentes
médicos, y realizaremos las pruebas que convencionalmente se utilizan para determinar su diagndstico de rinitis alérgica.
Se llenara una entrevista sobre el control de la enfermedad. Se obtendra una muestra de sangre del brazo 5 ml en un tubo
para medir algunas células y moléculas que se incrementan en su enfermedad. Se analizar4 también unas moléculas
llamadas ARN mensajero. Se realizaran pruebas de alergia en la piel. Estos procedimientos los realizaremos en 3
ocasiones la primera vez en la primera cita la segunda vez a los 3 meses y la Ultima vez a los 6 meses. Una vez que se
realice la historia clinica en la primera cita se le colocara en uno de dos grupos posibles; el primer grupo recibira las tabletas
con el medicamento que sera gratuito y el segundo grupo recibira tabletas iguales pero sin medicamento. Esta asignacion
sera por sorteo al azar.

3. Riesgos esperados

Ninguno

4. Beneficios del estudio

Con este estudio se conocerd de manera mas clara si tomando esta medicina llamada vitamina D (colecalciferol vitamina
D3) 1 tableta de 1600 Ul al dia junto con sus vacunas de alergias mejoran los sintomas de la enfermedad mas rapido. Este
estudio permitird que en un futuro otros pacientes puedan beneficiarse del conocimiento obtenido.

5. Procedimientos alternativos

Tenemos planificado 2 alternativas que los pacientes reciban la medicina llamada vitamina D (colecalciferol vitamina D3) 1
tableta de 1600 Ul al dia o que reciban una tableta igual sin medicamento. A todos los participantes se les realizara los
procedimientos antes descritos.

6. Garantia de recibir respuestas y aclaraciones

En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada sobre el mismo al investigador responsable. Todas
sus preguntas e inquietudes seran contestadas en el momento en que usted las solicite. Es importante mencionar que
tienen toda la libertad para retirarse del estudio cuando usted guste.

7. Libertad de retirar su asentimiento

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

8. Privacidad

La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada paciente, sera mantenida con estricta
confidencialidad por el grupo de investigadores. Se utilizard un cédigo alfanumérico para identificar las muestras y esta
informacién sera accesible Unicamente por el equipo de investigacion.

9. Informacién actualizada

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

10. Gastos adicionales

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

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi lo desea, poner su huella digital en la
Carta de Asentimiento anexa a este documento.
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CARTA DE ASENTIMIENTO PARA NINOS Y NINAS DE 5 A 13 ANOS DE EDAD

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

Firma o huella digital del participante

Direccién del participante Fecha

Firma del testigo Relacion con el participante
Direccion del testigo Fecha
Firma del testigo Relacion con el participante
Direccion del testigo Fecha

Investigador: Esta parte debe ser completada por el investigador (o representante):
He explicado al participante

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

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

Firma del Investigador Fecha

En caso de dudas o de requerir informacién adicional en relacion con el proyecto de investigacion, usted puede contactar al
Dr. Guillermo Veldzquez Samano Jefe de Servicio de Alergia e Inmunologia Clinica en el nimero de teléfono
0445536513913; 0 bien a la Dra. Estela Garcia Elvira Presidenta de la Comision de Etica del Hospital General de México al
teléfono 2789-2000 extension 1330.

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PADRE Y MADRE Y/O

REPRESENTANTE LEGAL DEL PARTICIPANTE

Titulo del protocolo: “Vitamina D como adyuvante a la inmunoterapia especifica subcutanea en pacientes con rinitis alérgica"
Investigador principal: Dr. Guillermo Veldzquez Sdmano

Sede donde se realizara el estudio: Hospital General de México, O.D. Servicio de Alergia e Inmunologia Clinica y Unidad de
Medicina Experimental HIPAM

El proyecto de investigacion corresponde a: Investigacion con riesgo mayor al minimo

Nombre del Paciente:

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

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea que su hijo/hija o representado participe, entonces se le pedira
que firme esta forma de consentimiento informado, de la cual se le entregara una copia firmada y fechada.

1. Justificacién y objetivos del estudio

La rinitis alérgica es una enfermedad en la que se inflama la mucosa de la nariz por lo tanto el tratamiento que los médicos
recomendamos en general son medicinas antiinflamatorios, antialérgicos (o también llamados antihistaminicos) y vacunas
(o también llamada inmunoterapia). Esto tiene que mantener a los enfermos sin sintomas y tener una vida normal. Sin
embargo algunos enfermos contindan con problemas de su salud en los primeros meses, mejoran poco 0 ho mejoran.
Entonces nos gustaria averiguar si las vacunas funcionan mas rapido y mejor tomando una medicina llamada vitamina D
(colecalciferol vitamina D3) 1 tableta de 1600 Ul al dia. Cuando administramos este medicamento a esta dosis baja es muy
seguro y no se ha visto ninglin efecto secundario en otros estudios, entonces pensamos que tampoco en este estudio se
presentaran efectos secundarios. Es importante mencionar que tienen toda la libertad para retirarse del estudio cuando
ustedes gusten. Las alternativas de este tratamiento son que pueden tomar la medicina o una tableta sin el medicamento.
Le invitamos a que su hijo/hija o representado participe en un estudio de investigacion que tiene como objetivo determinar la
eficacia de una medicina llamada vitamina D (colecalciferol vitamina D3) 1 tableta de 1600 Ul al dia para mejorar el tiempo
de accion de las vacunas de alergias en nifios y nifias con rinitis alérgica.

2. Procedimientos

En caso de que acepte participar en el estudio, a su hijo/hija o representado se le realizaran algunas preguntas sobre sus
habitos y sus antecedentes médicos, y realizaremos las pruebas que convencionalmente se utilizan para determinar su
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diagnéstico de rinitis alérgica. Se llenara una entrevista sobre el control de la enfermedad. Se obtendra una muestra de
sangre del brazo 5 ml en un tubo para medir algunas células y moléculas que se incrementan en su enfermedad. Se
analizara también unas moléculas llamadas ARN mensajero. Se realizaran pruebas de alergia en la piel. Estos
procedimientos los realizaremos en 3 ocasiones la primera vez en la primera cita la segunda vez a los 3 meses y la Ultima
vez a los 6 meses. Una vez que se realice la historia clinica en la primera cita se le colocara en uno de dos grupos posibles;
el primer grupo recibira las tabletas con el medicamento que sera gratuito y el segundo grupo recibira tabletas iguales pero
sin medicamento. Esta asignacion ser& por sorteo al azar.

3. Riesgos esperados

Ninguno

4. Beneficios del estudio

Con este estudio se conocerd de manera mas clara si tomando esta medicina llamada vitamina D (colecalciferol vitamina
D3) 1 tableta de 1600 Ul al dia junto con sus vacunas de alergias mejoran los sintomas de la enfermedad mas rapido. Este
estudio permitird que en un futuro otros pacientes puedan beneficiarse del conocimiento obtenido.

5. Procedimientos alternativos

Tenemos planificado 2 alternativas que los pacientes reciban la medicina llamada vitamina D (colecalciferol vitamina D3) 1
tableta de 1600 Ul al dia o que reciban una tableta igual sin medicamento. A todos los participantes se les realizara los
procedimientos antes descritos.

6. Garantia de recibir respuestas y aclaraciones

En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada sobre el mismo al investigador responsable. Todas
sus preguntas e inquietudes seran contestadas en el momento en que usted las solicite. Es importante mencionar que
tienen toda la libertad para retirarse del estudio cuando ustedes gusten.

7. Libertad de retirar su consentimiento

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

8. Privacidad

La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada paciente, sera mantenida con estricta
confidencialidad por el grupo de investigadores. Se utilizard un codigo alfanumérico para identificar las muestras y esta
informacién sera accesible Gnicamente por el equipo de investigacién.

9. Informacién actualizada

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

10. Gastos adicionales

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

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de la participacién de su hijo/hija o representado legal, puede, si asi lo
desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa a este documento.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PADRES

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

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

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

Firma o huella digital del padre del participante

Firma o huella digital de la madre del participante

Firma o huella digital del representante legal del participante

Direccion del participante Fecha
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Firma del testigo Relacion con el participante

Direccién del testigo Fecha
Firma del testigo Relacion con el participante
Direccion del testigo Fecha

Investigador: Esta parte debe ser completada por el investigador (o representante):
He explicado al sefior
padre del participante; a la sefiora

madre del participante,

al Sr.(a) representante legal del
participante, la naturaleza y los propdsitos de la investigacion; le

he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de
lo posible y he preguntado su tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad correspondiente para
realizar estudios con seres humanos y me apego a ella.

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

Firma del Investigador Fecha

En caso de dudas o de requerir informacién adicional en relacién con el proyecto de investigacion, usted puede contactar al
Dr. Guillermo Veldzquez Samano Jefe de Servicio de Alergia e Inmunologia Clinica en el nimero de teléfono
0445536513913; 0 bien a la Dra. Estela Garcia Elvira Presidenta de la Comision de Etica del Hospital General de México al
teléfono 2789-2000 extension 1330.

Anexo N.- 3. Encuesta de recoleccion de datos.

HOSPITAL GENERAL DE MEXICO “DR. EDUARDO LICEAGA”
SERVICIO DE ALERGIA E INMUNOLOGIA CLINICA
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIAS Y DOCTORADOS EN CIENCIAS MEDICAS
UNIDAD DE MEDICINA EXPERIMENTAL

ENCUESTA DE RECOLECCION DE DATOS

PROTOCOLO DE INVESTIGACION: “VITAMINA D COMO ADYUVANTE A LA INMUNOTERAPIA ESPECIFICA
SUBCUTANEA EN PACIENTES CON RINITIS ALERGICA”
CLAVE DE REGISTRO: DI/15/309/04/042

Numero de paciente: ECU: HC alergia:
Nombres: Apellidos:
Edad: Ocupacion: Instruccion:
Género: Hombre: Mujer:
Religion: Lugar en donde nacio:
Lugar en donde vive actualmente (domicilio):
Urbano: Rural: -
Teléfono:

Nombres y apellidos del papa:
Nombres y apellidos de la mama:
Nombres y apellidos de/los representantes legales:

¢Algun medico lo ha diagnosticado antes de otra enfermedad alérgica que no sea rinitis alérgica? Si: No:__
Si la respuesta es “si” escriba la enfermedad:

¢ Tiene conjuntivitis alérgica (ojo rojo, prurito ocular, epifora, fotofobia)?: Si No:

¢ Tiene asma (tos, falta de aire, sibilancias, opresion del pecho)?: Si: No:

¢ Tiene alguna enfermedad alérgica de la piel (dermatitis atopica, dermatitis por contacto, urticaria)?: Si: No:_
Si la respuesta es afirmativa diga que enfermedad:

¢ Ha sido diagnosticado de alergia a algin medicamento previamente por un médico? Si: No: Cual

¢Ha sido diagnosticado de alergia a algun alimento previamente por un médico? Si: No: Cual

¢ Tiene anafilaxia (alguna vez hospitalizado por alergias graves o requirié adrenalina)?: Si: No:

Si la respuesta es si, diga cuando: cual fue el diagndstico: causa:

¢ Ha tomado en los ultimos 6 meses Vitamina D? Si: No:

¢ Ha utilizado vacunas de alergias? Si: No:

¢ Tiene alergia o problemas con la vitamina D?  Si: No:
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SAlguien fuma en la casa? Si No
Leche materna:
Protector solar:

Valoraciones

Primera
Peso en kg: talla en metros: IMC:
Tanner: | 1 1 v Vv
Leucocitos: Linfocitos absolutos: % neutréfilos absolutos:
% eosinofilos absolutos: % basofilos absolutos:
% monocitos absolutos: %
Hg: Hcto: plaquetas:

Citologia nasal:
Coproparasitoscopico:
Totales: IgE: 19G: 19A: IgM:
Radiografia de senos paranasales:
Radiografia de torax:
Pruebas cuténeas:

Positivas (diametro mayor a 3 mm del control negativo):

¢ Tiene animales en la casa? Si: No: Que animales:
Niveles de vitamina D en sangre periférica:

Control y clasificacion de la rinitis alérgica

Seleccione una opcién como se encuentra en este momento, la valoracién comprende las Gltimas 4 semanas:

1.- Intermitente leve sintomas < de 4 dias a la semana y < de 4 semanas, sin problemas al dormir, actividades diarias
normales, actividad escolar normal, sin sintomas problematicos que no generan molestias.

2.- Intermitente moderada/severa sintomas < de 4 dias a la semana y < de 4 semanas pero con problemas al dormir que
interfiere con el suefio, actividades diarias anormales que interfiere con actividades diarias, actividad escolar anormal, mal
rendimiento escolar por los sintomas de la rinitis y con sintomas problematicos que si generan molestias.

3.- Persistente leve sintomas > de 4 dias a la semana y > de 4 semanas, sin problemas al dormir, actividades diarias
normales, actividad escolar normal, sin sintomas problematicos que no generan molestias.

4.- Persistente moderada/severa sintomas > de 4 dias a la semana y > de 4 semanas pero con problemas al dormir que
interfiere con el suefio, actividades diarias anormales que interfiere con actividades diarias, actividad escolar anormal, mal
rendimiento escolar por los sintomas de la rinitis y con sintomas problematicos que si generan molestias.

Control del asma
Sefiale una:

1. Asma bien controlada: sin sintomas diurnos, ni limitacion de las actividades diarias, ni problemas en la noche o al
dormir, ni necesidad de utilizar medicamento de rescate y tampoco exacerbaciones.

2. Asma parcialmente controlada: cuando se presenten sintomas diurnos, o limitacion de las actividades diarias, o
problemas en la noche o al dormir, 0 necesidad de utilizar medicamento de rescate o exacerbaciones varias veces a la
semana pero no todos los dias.

3. Asma no controlada: cuando se presenten sintomas diurnos, o limitacion de las actividades diarias, o problemas
en la noche o al dormir, o necesidad de utilizar medicamento de rescate o exacerbaciones varias veces a la semana pero si
todos los dias.

ITNSS

Seleccione:

Sintomas 0: ninguno 1: leve 2: moderado 3: severo
. Prurito nasal

. Rinorrea hialina

. Estornudos

. Obstruccién nasal

. Sintomas oculares

Definiciones:

Ninguno: sin sintomas

Leve: si hay sintomas pero esporadicos y sin ninguna molestia 1 a 4 veces por mes

Moderado: si hay sintomas, tolerables, pero que causan leves molestias 2 a 6 veces por semana
Grave: causan muchas molestias y problemas en el dia y en la noche todos los dias
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Segunda

Peso en kg: talla en metros: IMC:
Tanner: | 1 1 v Vv
Leucocitos: Linfocitos absolutos: % neutréfilos absolutos:
% eosinofilos absolutos: % basofilos absolutos:
% monocitos absolutos: %
Hg: Hcto: plaquetas:

Citologia nasal:
Coproparasitoscopico:
Totales: IgE: 19G: 19A: IgM:
Niveles de vitamina D en sangre periférica:

Control y clasificacion de la rinitis alérgica

Seleccione una opcién como se encuentra en este momento, la valoracion comprende las Ultimas 4 semanas:

1.- Intermitente leve sintomas < de 4 dias a la semana y < de 4 semanas, sin problemas al dormir, actividades diarias
normales, actividad escolar normal, sin sintomas problemaéticos que no generan molestias.

2.- Intermitente moderada/severa sintomas < de 4 dias a la semana y < de 4 semanas pero con problemas al dormir que
interfiere con el suefio, actividades diarias anormales que interfiere con actividades diarias, actividad escolar anormal, mal
rendimiento escolar por los sintomas de la rinitis y con sintomas problematicos que si generan molestias.

3.- Persistente leve sintomas > de 4 dias a la semana y > de 4 semanas, sin problemas al dormir, actividades diarias
normales, actividad escolar normal, sin sintomas problemaéticos que no generan molestias.

4.- Persistente moderada/severa sintomas > de 4 dias a la semana y > de 4 semanas pero con problemas al dormir que
interfiere con el suefio, actividades diarias anormales que interfiere con actividades diarias, actividad escolar anormal, mal
rendimiento escolar por los sintomas de la rinitis y con sintomas problematicos que si generan molestias.

Control del asma
Sefiale una:

1. Asma bien controlada: sin sintomas diurnos, ni limitacién de las actividades diarias, ni problemas en la noche o al
dormir, ni necesidad de utilizar medicamento de rescate y tampoco exacerbaciones.

2. Asma parcialmente controlada: cuando se presenten sintomas diurnos, o limitacion de las actividades diarias, o
problemas en la noche o al dormir, 0 necesidad de utilizar medicamento de rescate o exacerbaciones varias veces a la
semana pero no todos los dias.

3. Asma no controlada: cuando se presenten sintomas diurnos, o limitacién de las actividades diarias, o problemas
en la noche o al dormir, o necesidad de utilizar medicamento de rescate o exacerbaciones varias veces a la semana pero si
todos los dias.

ITNSS

Seleccione:

Sintomas 0: ninguno 1: leve 2: moderado 3: severo
. Prurito nasal

. Rinorrea hialina

. Estornudos

. Obstruccién nasal

. Sintomas oculares

Definiciones:

Ninguno: sin sintomas

Leve: si hay sintomas pero esporadicos y sin ninguna molestia 1 a 4 veces por mes

Moderado: si hay sintomas, tolerables, pero que causan leves molestias 2 a 6 veces por semana
Grave: causan muchas molestias y problemas en el dia y en la noche todos los dias

Tercera
Peso en kg: talla en metros: IMC:
Tanner: | 1 1 \Y \
Leucocitos: Linfocitos absolutos: % neutréfilos absolutos:
% eosindfilos absolutos: % baséfilos absolutos:
% monocitos absolutos: %
Hg: Hcto: plaquetas:

Citologia nasal:
Coproparasitoscopico:
Totales: IgE: 1gG: IgA: IgM:
Niveles de vitamina D en sangre periférica:
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Control y clasificacion de la rinitis alérgica

Seleccione una opcién como se encuentra en este momento, la valoracion comprende las Gltimas 4 semanas:

1.- Intermitente leve sintomas < de 4 dias a la semana y < de 4 semanas, sin problemas al dormir, actividades diarias
normales, actividad escolar normal, sin sintomas problemaéticos que no generan molestias.

2.- Intermitente moderada/severa sintomas < de 4 dias a la semana y < de 4 semanas pero con problemas al dormir que
interfiere con el suefio, actividades diarias anormales que interfiere con actividades diarias, actividad escolar anormal, mal
rendimiento escolar por los sintomas de la rinitis y con sintomas problematicos que si generan molestias.

3.- Persistente leve sintomas > de 4 dias a la semana y > de 4 semanas, sin problemas al dormir, actividades diarias
normales, actividad escolar normal, sin sintomas problematicos que no generan molestias.

4.- Persistente moderada/severa sintomas > de 4 dias a la semana y > de 4 semanas pero con problemas al dormir que
interfiere con el suefio, actividades diarias anormales que interfiere con actividades diarias, actividad escolar anormal, mal
rendimiento escolar por los sintomas de la rinitis y con sintomas problematicos que si generan molestias.

Control del asma
Sefiale una:

1. Asma bien controlada: sin sintomas diurnos, ni limitacién de las actividades diarias, ni problemas en la noche o al
dormir, ni necesidad de utilizar medicamento de rescate y tampoco exacerbaciones.

2. Asma parcialmente controlada: cuando se presenten sintomas diurnos, o limitacion de las actividades diarias, o
problemas en la noche o al dormir, o necesidad de utilizar medicamento de rescate o exacerbaciones varias veces a la
semana pero no todos los dias.

3. Asma no controlada: cuando se presenten sintomas diurnos, o limitacion de las actividades diarias, o problemas
en la noche o al dormir, o necesidad de utilizar medicamento de rescate o exacerbaciones varias veces a la semana pero si
todos los dias.

ITNSS

Seleccione:

Sintomas 0: ninguno 1: leve 2: moderado 3: severo
. Prurito nasal

. Rinorrea hialina

. Estornudos

. Obstruccién nasal

. Sintomas oculares

Definiciones:

Ninguno: sin sintomas

Leve: si hay sintomas pero esporadicos y sin ninguna molestia 1 a 4 veces por mes

Moderado: si hay sintomas, tolerables, pero que causan leves molestias 2 a 6 veces por semana
Grave: causan muchas molestias y problemas en el dia y en la noche todos los dias.

Anexo N.-4. Suplementarios

Suplementarios

Suplementario N.- 1. Resultados de las pruebas cutdneas en todos los pacientes.

Tabla de suplementarios N.- 1. Pruebas Cutaneas
Positivo n (%) Pseudépodos n (%) Total positivos n (%)
Pélenes ) Populus 5(6.3) 2(2.5) 7 (8.3)
Arboles
Quercus 11 (13.8) 1(1.3) 12 (15.1)
Alnus 9(11.3) 2(2.5) 11 (13.8)
Schinus 11 (13.8) 3(3.8) 15 (18.8)
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Prosopis 17 (21.3) 1(1.3) 18 (22.6)
Ligustrum 9(11.3) 7(8.8) 16 (20.1)
Fresno 13 (16.3) 4 (5) 17 (21.3)
Phleum 10 (12.5) 0 10 (12.5)
Pastos
Capriola 6 (7.5) 1(1.3) 7(8.3)
Lolium 6 (7.5) 0 6 (7.5)
Cosmos 4 (5) 0 4(5)
Artemisia 5(6.3) 0 5(6.3)
Amarantus 12 (15) 1(1.3) 13 (16.3)
Maiz 8 (10) 0 8 (10)
Malezas Ambrosia 7(8.8) 0 7 (8.8)
Atriplex 16 (20) 0 16 (20)
Chenopodium 15 (18.8) 0 15 (18.8)
Salsola 3(3.8) 0 3(3.8)
Heliantus 5(6.3) 0 5(6.3)
Rumex 2 (2.5) 0 2 (2.5)
iradomiciiarios Derma 26 (32.5) 15 (18.8) 41 (51.3)
Cucaracha 9(11.3) 1(1.3) 10 (12.5)
Polvo 2 (2.5) 2(2.5) 4 (5)
Animales Gato 14 (17.5) 0 14 (17.5)
Perro 4 (5) 0 4 (5)
Mucor 2 (2.5) 0 2(2.5)
Holcus 4 (5) 0 4 (5)
Alternaria 6 (7.5) 0 6 (7.5)
Rizopus 2 (2.5) 0 2 (2.5)
Hongos Helmintosporum 1(1.3) 1(1.3) 2(2.5)
Cefalosporium 3(3.8) 0 3(3.8)
Candida 6 (7.5) 0 6 (7.5)
Hormodemdrum 3(3.8) 0 3(3.8)
Penicilium 6 (7.5) 0 6 (7.5)
Aspergilus 7(8.8) 0 7(8.8)
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