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RESUMEN

Objetivo. Investigar inmunoldgicamente nifios con problemas respiratorios de asma
ylo rinitis (atpicos o no atdpicos) en la blsqueda de evidencias que permitan una
mejor comprension del desbalance que padecen estos nifios en su sistema inmune.
Materiales y métodos. Se estudiaron 47 nifios de ambos sexos, con edades com-
prendidas entre los 6 y |5 afios, que concurrieron a la consulta por afecciones res-
piratorias compatibles con asma y/o rinitis a la Divisién de Alergia e Inmunologia
del Hospital de Nifios de la Santisima Trinidad de la Ciudad de Cdrdoba. Segin la
informacién obtenida en la anamnesis, examen fisico y prick tests, fueron divididos
en dos grupos: atépicos (n=25) y no atdpicos (n=22). Luego que los padres firma-
ron el consentimiento informado y los nifios mayores a 7 afios dieron su asenti-
miento para participar del trabajo de investigacidn, se tomaron muestras de sangre
y saliva, para determinar concentracion y actividad especifica en inmunoglobulinas
(Igs) asf como estudiar poblaciones leucocitarias y subpoblaciones linfocitarias.
Resuttados. Como era previsible, los niveles de IgE sérica total y los porcentajes rela-
tivos de eosindfilos sanguineos se mostraron significativamente elevados en el gru-
po de los nifios atdpicos (A) con respecto a los no atdpicos (NA). El estudio de IgE
sérica especifica para Dermatophagoides pteronyssinus solo arrojé resultados positi-
vos en los pacientes Ay se observé una correlacidn significativa entre los niveles de
IgE total y especifica para dicho alérgeno, y entre los niveles de prick y RAST. Los nive-
les séricos de IgG e IgA no demostraron diferencias de significacién entre ambos gru-
pos. El estudio de la IgA salival (IgAs) total permitié observar en el grupo de los nifios
NA concentraciones significativamente mayores que las correspondientes al grupo de
pacientes A. Sin embargo, al estudiar la IgAs especifica para el D. pteronyssinus, se ob-
servé lo inverso: los pacientes A tienen casi el doble de IgAs especifica para el alérge-
no respecto del grupo NA. En el estudio de subpoblaciones de células T (CD3, CD4
y CD8), no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos. Las subpobla-
ciones de linfocitos B CD27-y linfocitos B CD27+ tuvieron valores similares en am-
bos grupos (aproximadamente 80% y 20%, respectivamente). En ambos grupos, alre-
dedor de un 50% de los linfocitos B CD27+ expresaron IgD y el 50% restante fueron
IgD— Sin embargo, el grupo de nifios A tuvo dos veces menos de linfocitos B que ex-
presan alta densidad de la molécula CD27 (CD27+++) con respecto a los nifios NA
(p=0,044). Conclusién. Entre los pardmetros inmunoldgicos investigados encontramos
diferencias significativas entre nifios Ay NA en las concentraciones totales y especifi-
cas para el D. pteronyssinus en los isotipos de IgE e IgAs, y en una subpoblacién de lin-
focitos B CD27+++. Dichos hallazgos son analizados en la discusién del manuscrito.

Palabras claves: hipersensibilidad, atopia, asma, rinitis, IgE, IgA salival,
linfocitos B.

ABSTRACT

Purpose.To perform an immunologically investigation in children with respiratory
problems of asthma and/or rhinitis (atopic or non atopic) in order to get a bet-
ter understanding of the immune system imbalance in these patients.

Materials and methods. 47 children of both sexes, aged between 6 and |5 years,
who were attended for respiratory diseases at the Division of Allergy and Immu-
nology at Children's Hospital de la Santisima Trinidad from Cdérdoba city were
studied. According to information obtained on clinical history, physical exami-
nation and prick tests they were divided into two groups: Atopics (n=25) and
non-atopic (n=22). After parents signed informed consent and children over 7
years assent to participate in the research work, samples of blood and saliva
were taken to determine immune globulins concentrations and specific activi-
ties as well as to study leukocyte populations and lymphocytes subpopulations.
Results. As expected, levels of total serum IgE and the relative percentages of
blood eosinophils were significantly higher in the group of atopic (A) children
with regard to non—atopic (NA) children. The study of specific serum IgE for
Dermatophagoides pteronissynus only showed positive results in the A group,
and positive correlations between the levels of total and specific IgE, as well as
prick and RAST values. Serum IgG and IgA levels showed no significant diffe-
rences between both groups. Total salivary IgA concentrations were significantly
higher in the group of NA children than in the group of A patients. Surprisin-
gly, when specific salivary IgA for D. pteronyssinus was studied, the opposite was
observed: Atopic patients have nearly twice specific salivary IgA for this allergen
than the NA children.

In the study of T cells subpopulations (CD3, CD4 and CD8), no significant diffe-
rences between groups were observed. The subpopulations of CD27-B cells and
CD27+ B cells were similar in both groups (roughly 80% and 20%, respectively).
In both groups, approximately 50% of CD27+ B cells expressed IgD and the re-
maining 50% were IgD—. However, atopic children had less than half B cells ex-
pressing high density of CD27 molecule (CD27+++) with respect to the NA
children (p=0.044).

Conclusion: Among the immunological parameters investigated, we found signifi-
cant differences between A and NA children in the concentrations of total and
specific IgE and salivary IgA to the allergen, and in a subpopulation of CD27+++
B cells. These findings are debated in the discussion of the manuscript.

Key words: hypersensitivity, atopy, asthma, rhinitis, IgE, salivary IgA, B
lymphocytes.
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INTRODUCCION

El término 7initis se utiliza para describir a un grupo he-
terogéneo de trastornos nasales caracterizado por uno o
mas de los siguientes sintomas clinicos: congestion nasal,
rinorrea, prurito nasal y estornudos. El asma es una con-
dicién clinica compleja y heterogénea, en donde partici-
pan multiples factores genéticos y ambientales, que con-
ducen a la trfada patoldgica de obstruccién intermitente
y reversible de las vias respiratorias, inflamacién bronquial
crénica con infiltrado leucocitario ¢ hipertrofia de las cé-
lulas del musculo liso bronquial ¢ hiperrreactividad a los
broncoconstrictores',

Estudios previos realizados en el mundo desarrollado han
demostrado fehacientemente un claro aumento de las ta-
sas de incidencia del asma durante la segunda mitad del si-
glo XX *¢. En todos los casos el aumento de asma y sensi-
bilizacién alérgica se correlacion6 con mejoras en las con-
diciones de vida (prosperidad) de los grupos poblaciona-
les estudiados. Otras investigaciones han aportado nue-
vas evidencias de que probablemente el aumento de los pa-
cientes con asma se debe a uno o mas cambios ambientales
operando en un subconjunto genéticamente predispuesto
de la poblacién®.

En el afo 2001, la revista Allergy publicé un position pa-
per sobre nomenclatura alérgica, trabajo que fue encarga-
do por la European Academy of Allergology and Clinical
Immunology a un grupo de profesionales especialistas en
esta disciplina médica’. En dicho documento se define el
término hipersensibilidad como un conjunto de sintomas
y signos reproducibles, iniciados por la exposicién a un es-
timulo definido y a una dosis tolerada en individuos nor-
males. El término alergia se define como una reaccidn de
hipersensibilidad iniciada por mecanismos inmunoldgi-
cos, y el término atopia como una reaccion de hipersen—
sibilidad alérgica en donde participan mecanismos inmu-
noldgicos tales como linfocitos Th2 productores de IL-4,
IgE especificas para alérgenos, células cebadas, eosindfilos
y productos liberados por dichas células. Basindonos en
esta terminologia utilizaremos de ahora en adelante térmi-
nos como asma/rinitis atopicos y asma/rinitis no atopicos.
Los conocimientos sobre patogenia y fisiopatologfa del
asma y la rinitis resultan de estudios en humanos y de mo-
delos animales, pero es necesaria cierta cautela en la ex-
trapolacién a partir de datos obtenidos en estos mode-
los experimentales para tratar de entender lo que esté su-
cediendo en estas dos patologias. El asma y la rinitis son
procesos inflamatorios iniciados por diferentes moléculas
(inocuas y/o nocivas para el epitelio respiratorio) que in-
ducen la liberacién de citocinas tales como 1L-33, IL-25
y TSLP, las cuales son capaces de promover el desarrollo
de Th2 especificos de alérgenos altamente polarizadas®.
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Estos linfocitos, productores de grandes cantidades de IL-
4, IL-5 ¢ IL-13, juntamente con moléculas liberadas por
células cebadas y eosindfilos dafian las mucosas de las vias
respiratorias'!4,

Evidencias mds reciente sugieren que otros tipos celulares
también contribuyen al desarrollo de estos procesos infla-
matorios: células linfoides innatas tipo IT">¢, células den-
driticas”, células Th17%% y distintos tipos de células T
reguladoras®?.

Independientemente de la causa y/o niveles de gravedad,
los pacientes pueden experimentar exacerbaciones agu-
das, a menudo en asociacién con infecciones respirato-
rias producidas por ciertos virus*®. Recientemente se han
obtenido evidencias de que el virus influenza puede pro-
mover hiperreactividad de vias aéreas independientemen-
te del sistema inmune adaptativo, mediante la induccién
de IL-33 que activa células linfoides innatas productoras
de IL-13 con efectos directos sobre células del epitelio res-
piratorio y musculares lisas®. El virus respiratorio sincitial
puede inducir la expresién y bioactividad de indolamina
2,3-dioxigenasa por células dendriticas, enzima que indu-
ce la apoptosis selectiva de linfocitos Thl y contribuye a
respuesta inmune sesgada a un perfil Th2%.

Fl asma habitualmente comienza en la infancia o duran-
te la adolescencia. Muchos nifios que han tenido eccema o
alergia digestiva en la infancia, seguido de rinitis (fenotipo
atépico) terminan desarrollando asma, lo que es conocido
como la marcha alérgica. Pareceria que el fenotipo atépico
se hereda de manera diferente que la tendencia al asma. Si
bien las rinitis mds comunes son las atépicas, también hay
numerosos casos de rinitis no atépicas (infecciosa, hormo-
nal, por drogas o alimentos, ctc.). Alrededor de un 70% de
casos de asma estd asociado con individuos atépicos, pero
la sensibilizacién atdpica no es esencial ni suficiente para
el desarrollo de esta condicién patoldgica. En el 30% res-
tante de los pacientes, el asma puede no estar asociada con
IgE y puede ser desencadenada por diferentes estimulos no
inmunoldgicos.

El objetivo de nuestro trabajo fue investigar las concentra-
ciones de inmunoglobulinas séricas y salivales (totales y es-
pecificas para Dermatophagoides pteronyssinus) y el perfil
de subpoblaciones linfocitarias circulantes en dos grupos:
uno de nifios atépicos (A) con asma/rinitis, no sometidos
a inmunoterapia, y otro con una clinica similar pero sin
evidencias de enfermedad atépica (NA).

MATERIALESY METODOS

TIPO DE ESTUDIO

Investigacion transversal sobre pardmetros inmunolégicos
en dos grupos de nifios con rinitis/asma. Un grupo que se-
gun la anamnesis, examen fisico y prick test para alérgenos
inhalantes fue clasificado como grupo A, monosensibili-
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TABLA |.Poblaciones leucocitarias en ambos grupos (no atopicos y atopicos).

Glébulos blancos Neutrofilos %

Eosinofilos % Monocitos % Linfocitos %

Células/pl Media (DE) Media (DE) Media (DE) Media (DE) Media (DE)
No atépicos 7.612,76 44,36 5,88 9,00 41,04
P! (2.118,46) (1o,61) (2,92) (3,20) (10,16)
Atépicos 8.400,94 44,22 9,96 * 8,50 37,65
P (2.049,74) (9,37) (3,46) (2,09) (9,32)
*p=0.008.

zado a D. pteronyssinus (atdpico); y otro grupo que luego
de similar examen Yy con tests cutaneos negativos para to-
dos los alérgenos inhalantes estudiados fue considerado
como NA.

COMITE DE ETICAY CONSENTIMIENTO
INFORMADO

Este estudio de investigacién fue aprobado por el Comité
de Frica del Polo Sanitario del Nifio y del Adulto, y regis-
trado en el Registro Provincial de Investigacién en Salud
(RePIS) con el N° 1183. El estudio se realizé de acuerdo
con los principios de la Declaracién de Helsinki. Se solici-
té consentimiento informado a los padres y asentimiento
a los nifios mayores de 7 afios.

PACIENTES

Nifios de ambos sexos, de 6 a 15 afos de edad, de igual
condicidn social en la ciudad de Cérdoba que concurrie-
ron a la Divisién de Alergia ¢ Inmunologia Clinica del
Hospital de Nifios de la Santisima Trinidad de la ciudad
de Cérdoba y consultaron con sintomas compatibles de
enfermedad alérgica respiratoria (rinitis/asma). Todos
fueron evaluados clinicamente (examen fisico y anamne-
sis) para descartar otras patologias y ninguno estaba con
tratamiento inmunoldgico (esteroides sistémicos y/o in-
halatorios, inmunosupresores, inmunoterapia especifica)
previo o al momento de la consulta y de la realizacién de
los estudios 7 vivo e in vitro.

EVALUACION CLINICAY DIAGNOSTICO

Se realizé anamnesis, examen fisico y prick tests para D.
prevonyssinus, Dermatophagoides  farinae, Alternaria,
Chaetomium, Cladospodium y Fusarium, controles con
solucién salina e histamina glicerinada con 4ir de Allergo
Pharma en cara anterior del antebrazo como ha sido pre-
viamente descripto?’. Como resultado de estos estudios
los pacientes fueron divididos en dos grupos: el grupo até-
pico tuvo n=25 (15 varones, 10 mujeres) y ¢l grupo no
atdpico tuvo n=22 (12 varones, 10 mujeres).

MUESTRAS BIOLOGICAS

Se obtuvieron diferentes muestras biolégicas (sangre ente-
ra, suero y saliva) el mismo dia de cada nifio que particip6
de esta investigacion, luego de comprobar ausencia de cua-
dro febril, resfrio e infecciones.

o Sangre entera: se extrajo, por puncion venosa, 1 ml
de sangre a la cual se adicion6 20 pl de anticoagulante
EDTA tripotasico.

e Suero: sc obtuvo a partir de sangre venosa recogida
sin anticoagulante y centrifugada a 3500 rpm por 5
minutos. El suero fue extraido, colocado en tubo ep-
pendorfy conservado en un freezer de 80 °C hasta su
uso.

o Saliva: la recoleccién de la muestra de saliva se realizéd
por la mafiana antes de la extraccién de sangre. El pa-
ciente debid cumplir con las indicaciones de no comer
dos horas antes de la toma de muestra y no realizar el
lavado de dientes esa mafiana. Se utilizé el método de
goteo pasivo que ha sido previamente descripto®. De
manera resumida, la muestra fue recolectada de la si-
guiente manera: se le pidié al paciente que trague sali-
va para vaciar la boca, y luego de permanecer en repo-
so con los ojos abiertos y la cabeza ligeramente inclina-
da hacia delante durante 2 minutos sin tragar, la saliva
fue recolectada en un recipiente, transferida a un tubo
eppendorf; centrifugada a 2000 rpm por 10 minutos, y
conservada en un freezer de =80 °C hasta su uso.

ESTUDIOS INVITRO

e Determinacién de poblaciones leucocitarias: el re-
cuento de glébulos blancos se realizé a partir de san-
gre entera utilizando un contador hematolégico Sys-
mex XT 2000i.

¢ Determinacién de subpoblaciones linfocitarias en
sangre periférica: para el estudio de subpoblaciones
linfocitarias T y B (porcentajes y valores absolutos)
se utilizaron anticuerpos monoclonales (Acm) mar-
cados con diferentes fluorocromos, citometria de flu-
jo (FACS) con un Citdmetro Coulter Epics XL, pro-
grama Systern II, y una Plataforma Dual o Multiple
(CDC 1997). Se utilizé la siguiente combinacién de
Acm (combinacién de 3 marcadores por tubo) para
cada individuo: Tubo 1: control de autoflorescencia;
Tubo 2: CD8 (FITC)/CD4 (PE)/CD3 (PCy5) (7#s-
chrome, Coulterlmmunotech); Tubo 3: IgD (FITC)/
CD27 (PE)/CD19 (PCyS) (Coulterlmmunotech).
En tubos de citémetro se incubaron 100 ul de sangre
con los Acm durante 15 min a temperatura ambiente
y en oscuridad, luego se lisaron los glébulos rojos con
CINH4 durante 15 min a temperatura ambiente y en
oscuridad; y finalmente los tubos fueron analizados en
el citémetro. Se identificaron los linfocitos de acuer-
do con su posicién en un grafico de tamafio (forward
scatter [FS]) versus granularidad (side scatter [SS]). Se
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Tabla 2. Subpoblaciones linfocitarias en ambos grupo (no atépicos y atépicos).
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tandares de concentraciones conocidas (Rockland, PA,
USA). Las muestras en estudio fueron apropiadamen-
15 te diluidas y sembradas con micropipeta Hamilton de
5 ul. Se dejé migrar en cdmara himeda durante 48 ho-
g ras a temperatura ambiente y luego con lupa milime-
5E trada se registraron los didmetros de los halos de pre-
£ s cipitacion. Con las lecturas del Standard se efectud en
papel milimetrado un grafico de didmetro al cuadra-
o - - do en funcién de la concentracién expresada en mg%,
£ o las lecturas de los didmetros de las muestras problemas

Figura |. Resultados de prick test para Dermatophagoides pte-
ronyssinus en ambos grupos de pacientes.

contaron 5000 elementos en la ventana (gate) de lin-
focitos o de linfocitos B (CD19%). El recuento celu-
lar se expresé en valores absolutos y porcentajes. Se
identificaron fenotipicamente las siguientes poblacio-
nes celulares: Linfocitos T (CD3*/CD19), linfocitos
T cooperadores (CD3*/CD4"), linfocitos T citotdxi-
cos/supresores (CD3*/CD8"), linfocitos B (CD3/
CD19*), linfocitos B CD19*/IgD*/CD27-, linfo-
citos B CD19*/IgD*/CD27%, linfocitos B CD19*/
IgD-/CD27%, y linfocitos B CD19*/IgD~/CD27+**.

CUANTIFICACION DE INMUNOGLOBULINAS
SERICAS
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IgG e IgA: sc utilizé la técnica de IDRS?. Para con-
feccionar las placas se prepard una solucién madre de
agar (Noble Sigma) al 3% en agua destilada. En el mo-
mento del estudio se la mezcld en partes iguales con
solucidn fisioldgica y luego de llevarla en bafio termos-
tatizado a una temperatura de 56 °C se agregd el anti-
suero monoespecifico (International Immunology Co.
CA, USA) en una dilucién apropiada, habitualmen-
te entre 1/100 a 1/200. Inmediatamente 3 ml de esta
mezcla se depositaron sobre una placa de vidrio de 2,5
X 7,5 cm previamente ubicada en situacion de perfecta
horizontalidad. Luego de gelificar se mantuvo en hela-
dera durante una hora. Los reservorios de siembra se
efectuaron con sacabocado metalico de 4 mm de dia-
metro. Se sembraron como testigos 3 diluciones de es-

fueron llevadas a esta gréfica y por extrapolacién se de-
termind su concentracion.

IgE sérica total: se utilizd la técnica de Toral IgE
IRMA (Siemens Healthcare Diagnostics, CA, USA).
En tubos de pldstico con anticuerpo monoclonal anti-
IgE adosado a sus paredes, se incubaron durante 1 hora
a temperatura ambiente, diluciones apropiadas de es-
tdndares de IgE y sueros problema. Luego de 3 lavados
y pcrfecto escurrimiento por inversion, se agrcgé anti-
suero monoclonal anti-IgE marcado con yodo 125y se
incubé durante 24 hs en heladera. Luego de repetir la
serie de lavados y escurrimiento, se efectuaron las lec-
turas de la radiactividad expresadas en cpm en un con-
tador gamma (contador de pozo Alfa Nuclear). Con
las lecturas de los estdndares de IgE de concentracién
conocida se efectud en papel semilogaritmico una cur-
va de las cpm obtenidas, expresadas como un porcen-
taje de la radiactividad total, en funcién de la concen-
tracion de IgE. Las lecturas de las muestras problema
fueron referidas a la gréfica y por extrapolacidn se de-
termin su concentracion de IgE expresada en UI/ml.
-IgE sérica especifica para D. pteronyssinus: sc uti-
lizé el radioinmunoensayo en fase sélida (RAST).
Para capturar la IgE especifica, en tubos de pldstico,
sueros testigos y problemas se incubaron durante 24
horas en heladera con discos de papel de filtro sensi-
bilizados mediante uniones covalentes con antigenos
del dcaro D. pteronyssinus (Cypress Diagnostics, Huls-
hout, Bélgica). Luego de lavar cuidadosamente los dis-
cos, se agregd un monoclonal anti-IgE marcado con
yodo 125 (Siemens Healthcare Diagnostics, CA, USA)
y se repitié el tiempo y temperatura de la primera in-
cubacién. Luego de los lavados de rigor, se ley6 la ra-
diactividad expresada en cpm en un contador de pozo
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Tabla 3. Subpoblaciones de linfocitos B en ambos grupos (no atépicos y atépicos).
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Figura 2. Concentraciones de inmunoglobulinas séricas en ambos grupos de pacientes.A (IgG), B (IgA).

gamma. Las lecturas de los sueros testigos permitie-
ron por comparacion la clasificacién de los sueros pro-
blemas. En todos los ensayos se procesaron 5 testigos
de concentracién conocida de IgE especifica para el
dcaro en estudio, lo cual permiti6 graduar la positivi-
dad en: normal (0 PRU), + (0,1-0,4 PRU), + (0,5-1
PRU), ++ (1,2-2 PRU), +++ (2,1-3 PRU), ++++ (>
4 PRU).

CUANTIFICACION DE INMUNOGLOBULINA A

SALIVAL (IgAs)

o IgAstotal: para el dosaje de IgAs en saliva se utilizé la
técnica de IDRS?. Se siguié el procedimiento ya des-
cripto en el dosaje de inmunoglobulinas, utilizando en
este caso un antisuero policlonal anti cadena pesada
alfa. Como testigo se utilizé un estdndar de IgA séri-
ca monomérica (Rockland, PA, USA). La IgAs es una
molécula dimérica lo cual plantea una asimetria con el
testigo, esto se corrige multiplicando la concentraciéon
de IgAs obtenida por un factor de correccidn ya des-
cripto previamente®y que en este trabajo tuvo un va-
lor de 2,5.

o IgAs especifica para D. pteronyssinus: para la detec-
cién de IgAs especifica para D. preronyssinus se utiliza-
ron kits comerciales de ELISA de captura en fase so-
lida (Human Allergen Specific IlgA ELISA Assay) de
Diagnostic Automation, Inc (CA, USA) siguiendo las
instrucciones provistas por el fabricante. Las deter-
minaciones se realizaron con muestras de saliva dilui-
das 1:15. Los resultados de IgAs especifica para D. pre-

ronyssinus en cada paciente se expresaron como el co-
ciente entre las unidades de densidad éptica (DO) ob-
tenidas en el ELISA y los mg de IgAs total.

ANALISIS ESTADISTICO

Se calculd la media y el desvio estdndar (DE) para las con-
centraciones de IgG, IgA e IgE séricas, y de IgAs para am-
bos grupos. Los mismos calculos fueron realizados para
determinar porcentajes y valores absolutos de poblacio-
nes leucocitarias y subpoblaciones linfocitarias. Dichos
valores fueron evaluados utilizando diferentes pruebas
(Student, Mann-Whitney y Spearman), considerando una
p<0,05 como estadisticamente significativa.

RESULTADOS

Demografia. Los valores demogréficos para los dos gru-
pos de pacientes fueron semejantes. El grupo atépico (A)
estuvo constituido por 25 individuos (15 varones, 10 mu-
jeres) y el grupo no atépico (NA) formado por 22 indivi-
duos (12 varones, 10 mujeres). Las edades media, las des-
viaciones estdndar (DE) y los rangos de edad de los indi-
viduos pertenecientes al grupo A y al grupo NA fueron:
8,9242,48 afnos (rango: 6-12) y 8,13+1,9 anos (rango:
6-13), respectivamente.

Diagnéstico. Luego de la realizacién de anamnesis, del
examen fisico y de prick tests se generaron dos grupos de
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Figura 3. Correlacion entre niveles de IgE total e IgE especi-
fica para Dermatophagoides pteronyssinus en pacientes pertene-
cientes al grupo atépico.

estudio. Los pacientes NA tuvieron todos los prick tests

negativos mientras que los pacientes A tuvieron prz'ck tests

positivos solamente para D. preronyssinus. La Figura 1

muestra los valores de fests cutdneos para dicho alérgeno

en ambos grupos. El grupo A estuvo formado por 22 casos

de asma/rinitis y 3 de rinitis; y en el grupo NA hubo 12

casos de asma/rinitis, 1 de asmay 9 de rinitis.

Estudios iz vitro. Todos estos estudios se realizaron el

mismo dia utilizando diferentes muestras bioldgicas (san-

gre entera, sucro y saliva) que fueron recolectadas como se

indic6 en materiales y métodos, luego de comprobar au-

sencia de cuadro febril, resfrio o infecciones.

¢ Recuento de glébulos rojos y valores hematimétri-
cos. Los valores de globulos rojos, plaquetas, y otros
pardmetros hematimétricos estuvieron comprendidos
dentro de los valores de referencia para dicho grupo
etario y fueron similares entre el grupo NA y el grupo
A.

¢ Determinacién de poblaciones leucocitarias. Como
se puede observar en la Tabla 1, el recuento total de
glébulos blancos demostré valores normales (absolu-
tos y porcentuales) para ambos grupos. Entre las sub-
poblaciones leucocitarias solo se observé un aumento
significativo en el porcentaje de eosinéfilos en el grupo
A (p=0,008). Los valores normales de leucocitos to-
tales, neutrdfilos, monocitos y linfocitos en todos los
individuos del estudio indican la ausencia de procesos
infecciosos al momento de la recoleccién de muestras.

¢ Determinacién de subpoblaciones linfocitarias. El
estudio de subpoblaciones linfocitarias fue realizado
mediante FACS. Los valores hallados (porcentajes y
valores absolutos) para linfocitos T totales, subpobla-
ciones de linfocitos T CD4"y linfocitos T CD8*, y la
relacién CD4*/CD8*, asi como los valores de linfoci-
tos B totales arrojaron resultados normales para indi-
viduos de estas edades y no hubo ninguna diferencia
para todos esos resultados entre el grupo A y el grupo
NA (Tabla 2).

¢ Cuantificacion de inmunoglobulinas IgG e IgA en
suero. Las concentraciones de IgG e IgA en suero es-
tuvieron dentro del rango de normalidad para nifos

100

\"/AAIC

de estas edades en ambos grupos estudiados. En el gru-
po NA los valores de media y DE para IgG ¢ IgA fue-
ron de 924+198 mg% (rango: 651-1226) y 178,4+42
mg% (rango: 98-235), respectivamente, mientras que
en el grupo A los valores de media y DE para IgG ¢
IgA fueron de 909,2+174,3 mg% (rango: 662-1226)
y 192,7+46 mg% (rango: 86-260), respectivamente.
Como sc observa en la Figura 2 al comparar las con-
centraciones de estas dos inmunoglobulinas entre los
grupos NA y A, no se detectan diferencias con signifi-
cacidn estadistica entre ambas poblaciones.

IgE sérica total. Las concentraciones de IgE sérica to-
tal fueron, como era esperable, significativamente ma-
yores (p<0,0001) en el grupo A con respecto al gru-
po NA (394,4+183 Ul/ml; rango: 208-980 wversus
71,6+38,2 Ul/ml; rango: 20-140, respectivamente).
IgE sérica especifica para D. pteronyssinus. Los va-
lores de IgE especifica de alérgeno fueron negativos (0
PRU) en todos los individuos pertenecientes al grupo
NA, mientras que los pacientes pertenecientes al gru-
po A tuvieron valores positivos en un rango de 0,5 a
2 PRU. Hubo una correlacién significativa (r=0,9;
p<0,0001) entre los valores PRU y las concentracio-
nes de IgE totales en el grupo A (Figura 3). También
existié una correlacién positiva entre los valores de
prickylos de RAST ((r=0,7; p<0,03).
Cuantificacién de IgAs total. Como se puede obser-
var en la Figura 4A, los valores de IgAs totales fueron
signiﬁcativamente mayores (p=0,0015) en el grupo
NA (24,54+5,98 mg%; rango: 14-34,5) que en el gru-
po A (18,86+5,69 mg%; rango: 10-35). Como con-
troles negativos se utilizaron dos muestras de pacien-
tes con déficit selectivo de IgA.

IgAs especifica para alérgenos (D. pteronyssi-
nus). Para nuestra sorpresa, la cantidad de IgAs espe-
cifica para D. pteronyssinus/mg de IgAs total fue casi
dos veces mayor en el grupo de individuos A con res-
pecto al grupo NA (1,921+0,42 versus 1,005+0,24;
p<0,0001) (Figura 4B). De igual manera que para el
estudio de IgAs total cuando se estudié la IgAs especi-
fica para alérgeno, se utilizaron como control negativo
muestras de pacientes con déficit selectivo de IgA.

No hubo correlacién significativa cuando se compara-
ron los valores individuales de IgAs total con los ni-
veles de IgE total, ni entre los valores individuales de
IgAs especifica para D. pteronyssinus e IgE especifica
para este alérgeno en el grupo de individuos A.
Determinacién de subpoblaciones de linfoci-
tos B. Los resultados obtenidos para el estudio por
FACS de las subpoblaciones de linfocitos B se re-
sumen en la Tabla 3. No hubo diferencias signifi-
cativas entre los porcentajes de linfocitos B CD27-
y de linfocitos B CD27* en ambos grupos. Las
medias+DE fueron de 78,7648,30 y 77,03+6,13 para
NAy A, yde15,15+6,98 y 15,69+5,58 para NA y A,
respectivamente.

Alrededor de un 50% de los linfocitos B CD27* to-
tales fueron IgD* (sin switch de Ig de membrana) y el
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Figura 4. Niveles de IgAs total (A) e IgAs especifica para Dermatophagoides pteronyssinus (B) en pacientes pertenecientes a am-

bos grupos.
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otro 50% fueron IgD~ (con switch de Ig de membrana)
en el grupo A como en el grupo NA (Tabla 3). La Fi-
gura 5 muestra un caso representativo de dichas sub-
poblaciones de linfocitos B.

Sin embargo, en el grupo A encontramos una dismi-
nucidn significativa con respecto al grupo NA en una
subpoblacién dentro de los linfocitos CD19*/IgD~/
CD27". Dicha poblacién tiene una muy intensa ex-
presion de las moléculas CD27 vy se la designa feno-
tipicamente como linfocitos CD19*/IgD-/CD27+**.
Los valores hallados fueron: 2,7%+0,5 en el grupo NA
vs. 1,7%+0,6 en el grupo A (p=0,044). Un caso repre-
sentativo de pacientes para ambos grupos se muestra
en la Figura 6. La mayoria de estas células tienen un
tamafo superior a los linfocitos convencionales cuan-
do fueron medidos por FACS (datos no mostrados).

DISCUSION

El asma y la rinitis son enfermedades comérbidas que se
asocian epidemiolégicamente y también en su fisiopatolo-

gla. Mds del 80% de las personas con asma tienen rinitis, y
esta tlltima enfermedad constituye un factor de riesgo para
el desarrollo de asma*. Porcentajes similares encontramos
en nuestro estudio ya que en el grupo atdpico (nifios sen-
sibilizados a D. pteronyssinus) el 88% de pacientes tienen
asma y rinitis, mientras que en el grupo no atépico el por-
centaje fue del 54%. Es importante recordar que este alér-
geno es considerado uno de los principales factores etiold-
gicos de asma/rinitis.

El diagndstico correcto de estas dos enfermedades es muy
importante para su adecuado tratamiento. El asma es un
trastorno multifactorial complejo que involucra una varie-
dad de diferentes mecanismos, con influencias genéticas y
ambientales entrelazadas, lo que resulta en fenotipos clini-
cos heterogéneos. Debido ala complejidad y multiplicidad
de los fenotipos de asma, no hay una tnica manera para la
confirmacidn o la exclusion del diagnéstico. El diagndsti-
co se basa en una historia de sintomas respiratorios epis6-
dicos con obstruccién del flujo aéreo, combinado con ha-
llazgos fisicos, mediciones objetivas de la obstruccién de la
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via aérea, y la reversibilidad. Para el diagndstico de rinitis
es muy importante una historia ambiental detallada, la de-
teccién de congestién nasal, prurito, rinorrea, estornudos;
el patrén de dichos sintomas (estacional o perenne, inter-
mitente o persistente); factores precipitantes; respuesta a
los medicamentos anteriores; ctc. Todos estos sintomas y
signos fueron tenidos en cuenta durante el examen fisico
de los pacientes incluidos en este trabajo de investigacion.
Nosotros realizamos pruebas cutdneas no solo para confir-
mar el diagnéstico de asma/rinitis atépico®, sino para te-
ner también indicaciones de los riesgos de padecer sinto-
mas y sensibilizaciones como ha sido recientemente repor-
tado en un gran estudio prospectivo de la Global Asthma
and Allergy European Network*.

En este trabajo de investigacion las diferencias inmunolé-
gicas entre ambos grupos de pacientes y la confirmacién de
que uno de los grupos de nifios con asma/rinitis era atépi-
co (grupo A) se logré mediante estudios iz vitro para va-
lorar poblaciones leucocitarias, y el nivel y especificidad de
anticuerpos tipo IgE. Las técnicas utilizadas para estos es-
tudios han evolucionado desde que Pharmacia Diagnostics
AB desarroll6 el RAST en 1974 y en 1989 lo reemplazd
por el InmunoCAP con un mejor limite de deteccidn. Mds
recientemente, técnicas para cuantificar IgE de manera es-
pecifica y simultdnea para multiples alérgenos recombi-
nantes (Allergen microarray) han sido desarrollados y per-
feccionadas®*, y en el afio 2013 la WAO-ARIA-GA’LEN
publicé un documento de consenso el cual proporciona
una gufa prictica para las indicaciones, la determinacién
y la interpretacién de los diagndsticos utilizando dichas
metodologias para los médicos formados en alergologia®
. Las ventajas y desventajas de este ensayo comparado con
otras pruebas tanto iz vitro como iz vivo han sido recien-
temente evaluadas por expertos®.

Utilizando técnicas de radioimmunoandlisis para valorar
IgE total y especifica para D. pteronyssinus encontramos
valores superiores a los limites de normalidad solamente
en pacientes pertenecientes al grupo A. Hubo una exce-
lente correlacién entre niveles totales de IgE y niveles es-
pecificos de IgE para D. preronyssinus, y entre los valores
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de prick y RAST para este alérgeno. Ademds, el grupo de
nifos A tuvo un aumento significativo de eosindfilos com-
parado con el grupo NA.

Aunque estas enfermedades no se pueden curar, la mayo-
ria de los pacientes responden bien a tratamientos farma-
colégicos (reduccién de la inflamacién, control de los sin-
tomas y prevencién de exacerbaciones agudas)®“; pero en
otros pacientes las respuestas a los tratamientos son mds
heterogéneas y la enfermedad es mas dificil de controlar®'.
Varias recomendaciones y revisiones sobre manejo de rini-
tis y asma se han publicado durante los tltimos afios™*.
Ademds de los tratamientos farmacoldgicos existen otras
herramientas terapéuticas para estas enfermedades, en-
tre ellas podemos mencionar el tratamiento con un anti-
cuerpo monoclonal humanizado IgG1 anti-IgE especifi-
co para el epitope que utiliza esta molécula para unirse a
los receptores FceRI y FceRII®. Ha demostrado ser efecti-
vo atenuando las respuestas tempranas y de fase tardia des-
pués de la exposicion al alérgeno y la principal indicacién
es como complemento en la terapia de los pacientes con
asma severo, aunque su uso es limitado por su costo®.

Sin embargo, el tnico tratamiento capaz de modificar la
historia natural de asma/rinitis es la inmunoterapia es-
pecifica de alérgeno (IT). Desde la primera publicacién
cientifica sobre este tema realizada en el afo 19117, se ha
avanzado tanto, que solo en los 2 tltimos afios existen 120
revisiones publicadas en revistas indexadas en PubMed.
Como lo indican las siguientes revisiones, la IT es consi-
derada en la actualidad una alternativa segura, eficiente y
de larga duracidn para el tratamiento de asma, rinitis, der-
matitis, alergia alimentaria en adultos y ninos*,

La IT sublingual (ITSL) induce aumento de factores pro-
rreguladores como la IL-10, TGF-beta ¢ IFN gamma, dis-
minucién de IL-13 ¢ IL-17, aumento de células T regula-
torias, disminucién de moléculas de adhesién en los en-
dotelios, disminucién de Th2, IgE y eosinéfilos®. Si bien
se ha demostrado que la IT induce isotipos de IgG blo-
queantes para ciertos alérgenos®' no hay datos sobre el rol
de IgAs en este tipo de terapia. Es importante destacar que
esta inmunoglobulina es producida fundamentalmente en



'\’AA|C

respuesta a antigenos que ingresan por mucosas®, y que
por lo tanto su produccién elevada podria tener efectos
beneficiosos en ITSL.

Jutel M et al. estudiaron hace unos afios la inmunidad de
individuos normales al D. preronyssinus y polen de abedul,
y observaron una supresién de linfocitos periféricos Thl
y Th2 inducida por linfocitos T especificos de alérgenos
que producian IL-10 y TGF-beta. Los autores mencionan
en dicho trabajo que una situacion similar ocurriria como
consecuencia de la utilizacién de IT®. Esto implicarfa que
los individuos normales tienen a través de este mecanismo
buenas cantidades de anticuerpos especificos para alérge-
nos tipo IgA y los individuos atépicos, no. Si bien TGF-
beta induce la activaciéon de células B y cambio de isoti-
po hacia IgA, sus efectos regulatorios pueden ser media-
dos por muchos otros mecanismos ya que esta citocina es
muy pleiotrdpica y se conoce que afecta alas células T, ala
presentacién de antigenos, a las funciones efectoras de los
macrdfagos, a la expresién de moléculas HLA de clase I'y
II, de CD40 e IL-12.

Aydogan M ez al. estudiaron inmunoglobulinas séricas es-
pecificas para alérgeno en un grupo de nifios con asma y
un grupo de nifios saludables, y observaron que los niveles
de IgG1, IgG4 ¢ IgE de pacientes asméticos fueron signi-
ficativamente mayores que en los controles sanos; y que la
relacion IgA/IgE fue menor en los enfermos. Ademds, los
niveles séricos de inmunoglobulinas especificas de alérge-
no fueron superiores cuando la duracién de la enfermedad
era superior a los cuatro afios®.

Es interesante mencionar que en nuestro trabajo, si bien
las concentraciones de IgAs totales fueron inferiores en el
grupo de nifos A, los niveles de IgAs especifica para D.
preronyssinus fueron el doble en el grupo de individuos A
con respecto al grupo NA. Esto claramente indica que los
nifios A no solamente producen cantidades clevadas de
IgE especifica sino que también tienen cantidades impor-
tantes de IgAs especifica para el alérgeno.

Miranda ez al. investigaron los niveles de IgE, IgG4 e IgA
para D. pteronyssinus en muestras de nifios alérgicos y en
nifios saludables, encontrando que anticuerpos IgA pre-
dominan en los nifos no alérgicos, mientras que IgE e
IgG4 son mds frecuente en los nifios alérgicos®.

Antes del advenimiento de CD27 como marcador gene-
ral para los linfocitos B de memoria humanos, la expresién
de IgD tipicamente se utilizé para indicar la existencia de
poblaciones de células B virgenes, y la expresién de IgG e
IgA evidenciaba una previa exposicién a un antigeno y la
existencia de linfocitos B de memoria. En 1990, Maurer ez
al. descubren una poblacién de células B que expresan un
marcador de células T, el CD27. Debido a que los linfo-
citos B CD27" tienen mayor tamafo citoplasmético que
los linfocitos B CD27-, estdn en alta prevalencia en la san-
gre periférica de adultos pero no estd presente en la sangre
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del cordén umbilical, y producen altos titulos de IgG des-
pués de ser estimulados, llevé a los autores a especular que
estas células eran “preactivados™®’. En 1998, dos publica-
ciones simultdneas demostraron que las células B CD27%,
que también expresan CD 148, tienen un gran aumento de
mutaciones somdticas en los genes variables de inmunog-
lobulinas, lo que le dio més sustento a la idea de que este
subgrupo de linfocitos B eran de memoria®®.

En nuestro trabajo, cuando utilizamos un anticuerpo an-
ti-CD27 para investigar estas dos subpoblaciones de linfo-
citos B no encontramos diferencias significativas entre los
porcentajes de linfocitos B CD27y de linfocitos B CD27*
entre ambos grupos de pacientes. Esta tltima poblacién
de células B representd 1/5 del total de los linfocitos B y
aproximadamente la mitad de ellos fueron IgD* (sin switch
de Ig de membrana) y el otro 50% fueron IgD~ (con switch
de Ig de membrana) tanto en el grupo A como en el gru-
po NA. Como se puede apreciar en todo nuestro trabajo,
no hablamos de linfocitos B de memoria ya que no hace
muchos afios fue descubierto que las células B de memoria
son heterogéneas y algunas de ellas son CD27-. Por lo tan-
to, el antigeno CD27 es incapaz de caracterizar comple-
tamente todos los subconjuntos de células B de memoria,
y algunas de estos linfocitos no expresan este marcador”.
Lo dicho anteriormente se refiere a las subpoblaciones de
linfocitos B-2 (cominmente llamados linfocitos B con-
vencionales) pero no nos debemos olvidar de los linfoci-
tos B-1 que en humanos expresan CD 27, pero se dife-
rencian fenotipicamente de los linfocitos B convenciona-
les CD 27* porque son CD 43*7!. Las células B-1 secre-
tan anticuerpos naturales y juegan un papel critico en la
defensa contra la invasién microbiana, en la eliminacién
de los restos celulares, pero también regulan la expansién
y diferenciacién de células T7>7%. Por lo tanto, para poder
realmente caracterizar todas estas subpoblaciones de lin-
focitos B hay que utilizar FACS con dos ldseres y anticuer-
pos no solo contra CD19, CD27 e Igs, sino también con-
tra FCRL4, CD43 y CD70.

Interesantemente en nuestro estudio encontramos en el
grupo A una disminucién significativa con respecto al
grupo NA de una subpoblacién dentro de los linfocitos
CD19*/IgD~/CD27*. Dicha poblacién tiene una muy in-
tensa expresion de las moléculas CD27 vy se la designa fe-
notipicamente como linfocitos CD19* /IgD-/CD27+**.
Dichas células han sido definidas como linfoplasmocitos,
y ademds de tener una alta expresién de CD27 también
expresan CD387%,

Para concluir, podemos decir que a nuestro entender este
trabajo es el primero que compara dos poblaciones de pa-
cientes infantiles con asma y/o rinitis (en una poblacién
atdpica y otra no atépica). Los otros trabajos que han es-
tudiado isotipos especificos de inmunoglobulinas contra
alérgenos han comparado poblaciones atdpicas versus ni-
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fios saludables. Nuestros resultados indican que el grupo
de nifios con asma y/o rinitis atdpicos, si bien producen
menos IgAs total que el grupo de nifios con asma y/o rini-
tis no atdpico, son capaces de producir no solamente altos
niveles de IgE total y especifica para el alérgeno, sino tam-
bién IgAs especifica para el mismo alérgeno al cual estd
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