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INTRODUCCION
Introduccidn
I.- INTRODUCCION
1.1 BRONQUIOLITIS .

1.1.1. DEFINICION DE BRONQUIOLITIS

Se define como una enfermedad respiratoria de inicio agudo (por una
obstruccion inflamatoria de las pequenas vias aéreas), con sibilantes de
predominio espiratorio, con signos acompanantes de infeccidn virica como son
coriza, otitis, fiebre; la edad del paciente debe ser inferior a 24 meses
(preferiblemente inferior a 12 meses); sera el primer episodio. "

A la bronquiolitis hay que considerarla como un sindrome, requiriendo
para su diagndstico la existencia de los siguientes criterios de caracter clinico
(Mc Connochie 1983):

1- Disnea espiratoria de comienzo agudo.

2- Edad inferior o igual a 24 meses.

3- Signos de enfermedad respiratoria virica como coriza, otitis
media o fiebre.

4- Con o sin indicios de distres respiratorio, neumonia o atopia.
5- Primer episodio

O la presencia de hipoxia (saturacién de oxigeno <95% determinado por
pulsioximetria) e hiperinsuflacién en la radiografia de térax en ausencia de
broncoespasmo en un nifio de 1 a 24 meses de edad. ©

1.1.2. ETIOLOGIA

19
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1.1.3. EPIDEMIOLOGIA

La alta contagiosidad natural del VRS se demuestra por el hecho que
al menos el 50% de los nifios contraen la infeccion por el VRS durante su
primera epidemia y que casi todos los nifios se han infectado antes de los
dos afios. La reinfecion es frecuente en todas las edades.

Caracteristicas del huésped y del virus:

1- Factores del huésped: incidencia maxima en los 6 primeros meses de
vida, predominando en nifios. Ademas mayor gravedad en los nifios,
pues las nifias tienen mayor calibre de las vias aéreas. ©©)

Existe riesgo de enfermedad grave en prematuros, pacientes con
broncodisplasia, inmunodeprimidos, menores de 3 meses, bajo peso,
historia familiar de atopia y cardiopatias. Se atribuye cierto efecto
protector a la lactancia materna.

2-Factores del virus: se transmite por contacto con fomites contaminados
O persona a persona: gotas gruesas (particulas ambientales
contaminadas, como el polvo doméstico), pero no por aerosolizacion de
pequefas particulas, el contacto se hara a través de la conjuntiva o via
nasal pero no por la mucosa oral. ¢ Para impedir la transmisién debe
utilizarse gorro y guantes, no es necesario mascaras.®

La infeccion por el virus respiratorio sincitial es la responsable del 50-
90% de los casos de bronquiolitis en los nifios por debajo del afio de edad.
Este virus ARN es el agente infeccioso mas frecuente en la patologia
respiratoria del lactante y primera infancia. El VRS pertenece a la familia de
los Paramyxoviridae y al género Pneumovirus, su habitat es el hombre y su
distribucién mundial.

Existen dos subtipos de virus, denominados A y B, cuya diferencia
fundamental esta en la glicoproteina G responsable de la unién del virus a la
superficie de las células que infecta. !9 Otra glicoproteina denominada F
efectlia la fusion a la célula respiratoria; ambas proteinas son esenciales para
que el virus infecte e interaccione con el sistema inmune. %

Introd®ci¥RS presenta un patrdn estacional relativamente constante con

Zpidemias—que duran e 335 Teses EStasepidermias —oCurTen
"E'F@Jfé?{btﬁ SRS 4151000 BRI, S ERRER MU R Es o
g R A neuﬁwﬁgﬁa,sr%g RO HET e 2

y 5 meses de edad.
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El VRS puede producir catarro comun, crup, bronquitis, bronquiolitis o
neumonia intersticial.

Una vez el virus penetra en las células del epitelio mucoso respiratorio,
se produce la replicacion virica pasando el virion rapidamente de célula a célula
y mas tarde a sangre (viremia).

La respuesta inmunitaria que se establece es variada, se forman
anticuerpos Ig M, Ig G e Ig A detectables en suero, con poca capacidad de
defensa inmune; anticuerpos Ig A secretores en mucosa bronquial que actian
parcialmente como defensa de barrera frente a sucesivas reinfecciones;
linfocitos T citotdxicos, que reconocen células infectadas por VRS asociados con
antigenos HLA1 y las destruyen, siendo éste el mecanismo defensivo mas
efectivo, pero conlleva destruccién celular y aparicién secundaria de sintomas,
debido a descamacion celular y posible lesidn epitelial.

La inmunidad que confiere no es definitiva y se producen reinfecciones
posteriores, pero si parece haber una inmunidad parcial, porque las
reinfecciones por VRS son siempre mas leves que la primoinfeccion. 1V

Todos los recién nacidos presentan en su suero anticuerpos contra el
VRS procedentes de su madre. El nivel de anticuerpos en el recién nacido a
término es similar al de su madre, con un descenso gradual a lo largo de los
primeros 6 meses. Después de los 7 meses de edad, la presencia de
anticuerpos en el suero generalmente es por la infeccion natural.

La inmunidad contra el virus respiratorio sincitial es de corta duracion e
incompleta. Los antlcuerpos contra la gllcoprotelna de superﬂae protegen

= - _ i " 5 s e~ - _ e | ~r~n/ 1 _ 1 - _ , I .
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Introduccion

1.1.4. ANATOMIA PATOLOGICA.

Se produce necrosis del epitelio bronquiolar, con desaparicion de
los cilios, aparece infiltrado peribronquiolar de linfocitos, células
plasmaticas y macréfagos. Hay edema adventicial y submucoso e
hipersecrecion de moco pero no se afectan ni el tejido elastico ni el
muscular; todo ello origina obstruccion de pequefios bronquiolos con
colapso o enfisema distal. Las lesiones pueden ser parcheadas. 12

1.1.5. FISIOPATOLOGIA.

Una vez que se han producido los tapones de moco y detritus
celulares se produce obstruccion total o parcial de la via aérea con 3
posibilidades:

a) Obstruccion valvular que permite solo la entrada de aire
resultando un atrapamiento aéreo.

b) Obstruccién valvular que permite solo la salida de aire,
resultando en atelectasias de formacion rapida.

c) Obstruccion total que impide el flujo de aire con formacion
gradual de atelectasias.

La patogénia producida por la infeccion por el VRS esta en funcidn
del efecto citopatico viral directo y de la respuesta inmune del huésped.
Las glicoproteinas de superficie del virus juegan un papel predeterminante
en la patogénia. La glicoproteina G interviene a la adhesién a la célula que
favorece la replicacién del VRS al unirse con los receptores celulares que
contienen acido sialico. La glicoproteina F interviene en la fusién de la
cubierta lipidica del virus con la membrana plasmatica de la célula.

El lactante se afecta de forma especial por sus peculiaridades
anatdmicas: menor conductancia de la via aérea periférica, menor
consistencia del cartilago bronquial, mayor niumero de glandulas mucosas,
incompleto desarrollo del misculo liso bronquial y menor elasticidad de los
pulmones. (%)

Otra explicacion a la hiperreactividad observada en la via aérea en
los nifios después de tener una infeccién por el VRS es una alteracion del
méxemisigionnervioso de la contractibilidad del muasculo liso bronquial. El

VRS lesiona el epitelio respiratorio lo cual puede aumentar la estimulacion
nerviosa o0 actuar como desencadenante para producir una
braneosSINTOMATOLCGGIA"

El periodo de incubacion dura de 4 a 5 dias, luego el virus se repli
en la nasofaringe y se disemina a vias inferiores. Aproximadamente un tercio
de pacientes tienen sintomas de vias bajas, que se presentan 1-3 dias
después de aparecer los sintomas de vias altas; aparecen tos, febricula y
luego dificultad respiratoria progresiva con aparicién de sibilancias.

En la mayoria de los casos el paciente se recupera en 7-12 dias, pero
en los casos mas severos progresan la tos y la dificultad respiratoria, aparece
rechazo del alimento, taquipnea y en algunos casos cianosis y crisis de
apnea.®

La saturacién arterial de oxigeno es el mejor indicador de la gravedad
de la enfermedad, la hipoxia puede persistir 7 semanas después del inicié de
la bronquiolitis. ¥

Hay una serie de circunstancias que facilitan la insuficiencia respiratoria en el
lactante:

- escaso calibre de las vias aéreas (radio pequeifo = resistencia
elevada)

- Exceso de glandulas mucosas y escasa ventilacién colateral

- Superficie alveolar/ superficie corporal 10/1 cuando en el adulto es
27/1 (polipnea fisioldgica del lactante)

- Postura en decubito y periodos largos en suefio REM (hipotonia
intercostales con mayor dificultad respiratoria)

- Morfologia del térax (circular en el lactante, eliptico en el adulto),
diafragma y costillas horizontalizadas =mayor trabajo respiratorio

- Disminucion de colageno y elastina y mayor compliance del térax
(propension al colapso vias aéreas).

' L T D I P D R N T B B D R T
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La gravedad de la bronquiolitis aguda se clasifica segun la Escala Wood-
Downes modificada por Ferrer, basada en 6 parametros clinicos: TABLA 1

Puntos 0 1 2 3
Sibilancias No Final Toda Ins +
espiracion espiracion espiracion
Tiraje No Subcostal Previo+supra Previo+Inter.-
+intercostal | clavicul+alet costales
inferior €0 hasal superior+
supra-esternal
Frecuencia <30 31-45 46-60 >60
respirator.
Frec <120 >120
cardiaca
Entrada aire Buena Regular Muy Torax silente
simétri. simétrica disminuida
Cianosis No Si
Crisis Leve 1-3  |Mod. 4-7 Grave 8-14
puntos

1.1.7. DIAGNOSTICO

En la radiologia de térax se detecta atrapamiento aéreo,
engrosamiento peribronquial y a veces atelectasias laminares. ©® Las areas
de consolidacion sugieren una neumonia por VRS, (¥

La ausencia de portadores sanos del VRS confiere valor diagndstico a
su deteccion en cualquier tramo de las vias respiratorias. En consecuencia,
para el diagnostico de infecciones de vias bajas, es correcto trabajar con
muestras obtenidas en las vias altas. *®

El diametro de las particulas infecciosas oscila entre 150 y 300 nm y
suelen sobresalir de la célula huésped dando lugar a formas filamentosas de
unas 10 u de longitud. Por su estructura y tamano apenas se parecen a otro
virus respiratorio y es por ello facil de identificar. !V

El  diagnostico definitivo se realiza analizando las secreciones
0 . . . . e -

cIi ceIIr p_ra la deteccion eIirus. ) E| virus es ecrado con las
ERRICRISHE PEERIFR RS BlaFRe BarQlias a8 PpsagehereR i dakergendhir
[AHRAGHUBRESR RIS R BifsY derEYcHRARER N IRIHIGBE e LARNGLRIRRA

obtener resultados fiables requieren sueros de calidad irreprochable. Aunque

I I
la infeccidn, presenta el inconveniente de la lentitud. ¢

1.1.8. RECIDIVAS

Después de una bronquiolitis por el VRS es frecuente la recidiva de
episodios de sibilancias. Hasta un 30-80 % de los lactantes que han padecido
una bronquiolitis importante tienen posteriormente sibilancias. (131929

La prevalencia de estas recidivas va disminuyendo hacia los 3.5 afos
de edad, aunque diez afios después persisten, en algunos pacientes, una
labilidad bronquial medida por test de histamina o post ejercicio. **?!) No es
facil determinar a priori que lactantes presentaran recurrencias.

Existen varias hipdtesis para explicar porque, algunos lactantes presentan
recidivas frecuentes:

1- Dano del epitelio bronquiolar con vulnerabilidad residual posterior; es
poco probable que las alteraciones producidas por el VRS puedan
prolongarse durante mucho tiempo. Lo mas probable es que el virus
provoque aumentos transitorios de la reactividad bronquial, incluso en
no atdpicos, y que el VRS dificulte el normal declinar de la
hiperreactividad que ocurre con la edad, puesto que los lactantes son
relativamente hiperreactivos en comparacion con los adultos. 8

2-Induccidn por VRS de un desequilibrio Th1/Th2, %

3- Afecta a pacientes que nacen con disminucién del calibre del tamafo

N 1. _ Y A L NI~ L T Y L 1. _ W 01 _ 41"~ _ _ 11 —-_
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1.1.9. TRATAMIENTO
Existen varias posibilidades:

1) etioldgico con antivirales como la Ribavirina.
2) tratamiento sintomatico del broncoespasmo con broncodilatadores,
adrenalina y corticoides.

1) Ribavirina; es un analogo sintético de la guanosina e inosina que interfiere
la expresion del RNA mensajero e inhibe la sintesis proteica viral. Se vid que
los nifios tratados con Ribavirina estaban menos expuestos a sufrir bronquitis
disneizante o asma que los no tratados, pero los elevados riesgos derivados
de su uso desaconsejan su empleo.!”) Las nuevas normas de la Academia
Americana de Pediatria recomiendan el uso restringido a lactantes de riesgo
como prematuridad, broncodisplasia (etc). %

2) Sintomatico: a los pacientes se les administra liquidos y oxigeno para que
mantengan una saturacion por encima de 92-93%. Se hara prueba de
administracion de broncodilatadores puesto que en algunos estudios han
mejorado la oximetria y los escores de trabajo respiratorio. ©? Se
continuard o no este tratamiento segun la respuesta individual de cada
paciente. No se ha podido demostrar la utilidad de los corticoides inhalados o
intravenosos ni en el momento agudo ni en las recaidas posteriores.

3) Otros tratamientos no establecidos definitivamente son: aplicacién de
presion positiva en la via aérea, ventilacion con mezcla helio-oxigeno y
aporte de surfactante en pacientes intubados. ¢

1.1.10. PROFILAXIS

1-Profilaxis activa: no se ha podido desarrollar una vacuna efectiva y segura;
al contrario con una vacuna inactivada se produjeron casos mas graves en
los vacunados. Se siguen realizando intentos dirigidos hacia la glicoproteina F
(de fusién) del virus, por ser muy similar entre los subtipos A y B del virus,
ser estable y més antigénica. ©*”

2-Profilaxis pasiva: En la actualidad se utiliza un preparado de anticuerpos Ig
G monoclonales humanizado anti-VRS (palivizumab) que inhibe
especificamente el epitopo del sitio antigénico A de la glucoproteina F, muy
Bsteddeicadn todos los serotipos del VRS, ") para su administracién
intramuscular, tras demostrarse que reduce entre un 41-55% el riesgo de
hospitalizacién en pacientes pediatricos de alto riesgo *® y en un 60% los
Niosgde meshsidad dsappig@eoinmunoglobulinas humanas. Es segura y bien
tolerada.Se administra una vez al mes a dosis de 15 mg/Kg. Se usa en
periodos epidémicos. Como inconveniente su alto coste. (%2939 7

Recomendaciones para el uso de Palivizumab:

- Considerar para lactantes y nifios menores de 2 afos con
enfermedad pulmonar cronica (EPC) que han precisado
tratamiento para la misma en un plazo de 6 meses antes de la
estacion anticipada de infecciéon por VRS

- Ninos nacidos sin ECP pero con 32 semanas de gestacion o menos
(los nacidos con 28 semanas 0 menos hasta los 12 meses de
edad; los nacidos entre 29-32 hasta los 6 meses)

- Entre las 32 y 35 semanas de gestacion considerar riesgos
adicionales a solo considerar la edad de gestacional.

- No indicada en cardiopatias congénitas (contraindicada en
cardiopatias ciandticas) ni inmunocomprometidos (pero puede
usarse en inmunodeficiencias graves).

- No interfiere con las vacunas. Debe emplearse la profilaxis al inicio
de la estacion VRS y terminarla al final de la misma. "

Otros tratamientos: se han realizados ensayos con
inmunoglobulinas con titulos elevados de anticuerpos neutralizantes del
VRS por via intravenosa (VRS-IGIV). Los inconvenientes son: elevado
coste, incomodidad de administraciéon (una vez al mes, intravenosa y
administrada en varias horas).

Otras alternativas potenciales son la administracién de Ig A anti

VRS por via topica intranasal  y la inmunizacién anti-VRS de la
T T 5 B
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1.2 ASMA DEL LACTANTE

El asma bronquial es un problema médico importante en todo el
mundo y la enfermedad crénica mas frecuente entre los pacientes
pediatricos, asi mismo conlleva un costoso tratamiento y un elevado
absentismo escolar ®?. Dado su caracter recurrente, evolucion a la
cronicid?g y elevada morbilidad tiene un gran impacto sobre el nifio y su
familia.

1.2.1 DEFINICION.
El dltimo consenso internacional pediatrico da la siguiente definicion:

“Hablaremos de asma del lactante cuando se produzcan tres o0 mas episodios
de sibilancias y/o tos (el primero de ellos antes de los 12 meses) en un
marco clinico en que el diagndstico de asma sea el mas probable, y se hayan
excluido otros diagndsticos menos frecuentes. No se ha podido incluir el
concepto de inflamacion eosindfila de las vias aéreas, debido a que no se
dispone de informacion suficiente de su presencia en los nifios pequefios con
asma leve y moderada.

El GINA (Global Initiative for Astma (Consenso Internacional))
reconoce”dos patrones de asma en la infancia, probablemente con distinto
mecanismo patogénico. 1- Uno es el de nifios con episodios recurrentes de
sibilancias asociados a infecciones respiratorias viricas, a menudo después de
un primer episodio de bronquiolitis (VRS+), que aparecen en pacientes sin
antecedentes familiares o personales de atopia. En ellos suele disminuir la
sintomatologia en afos sucesivos y no existe evidencia de que padeceran
asma en el futuro, aunque pueden existir defectos menores del
funcionalismo pulmonar y aumento de hiperreactividad bronquial. Este
sindrome puede tener mas que ver con el tamafio y morfologia del arbol
bronquial que con posibles mecanismos inflamatorios de las vias aéreas. 2-
Otro grupo de nifios presenta un fondo atdpico. En estos nifios si puede

estar presente la inflamacién de las vias aéreas caracteristicas del asma”. ¢

Introduccion

1.2.2. EPIDEMIOLOGIA

El asma aparece en todas las capas sociales pero es mas frecuente en
as _capas medig alts aumento de 13 prevalencia del asma parege
deberse a cambios en el medio ambiente interior y exterior (la climatizacion
de las casas aumento de animales de compafiia, contaminacion atmosférica y
humo del tabaco).

1.2.2.1-Historia natural del asma:

Analizando varios trabajos se llega a la conclusion de que la evolucidn
del asma es muy distinta dependiendo de la edad en que comiencen los
sintomas. Los sibilantes del primer afio de vida, no son un indicador
prondstico de llegar a padecer asma o un asma mas grave en los afios
siguientes, mas bien el pronodstico suele ser bueno y solo persisten con
sintomas entre el 15-40% de los nifios. En este grupo, de inicio precoz, el
pronostico depende de los antecedente familiares y personales de atopia, si
son positivos un 80% de ellos persistiran con asma, si no son atdpicos solo el
20% persistiran con asma en la adolescencia o en la edad adulta. ©*)

Martinez y Wilson describen tres posibles situaciones en los nifios que
tienen sibilancias en los dos primeros anos de vida:

a) La mayoria son nifios con “sibilancias de inicio precoz y caracter
transitorio” que tienden a resolverse en los tres primeros afios de vida,
ausencia de hiperrespuesta a metacolina a los 11 afios y no se asocia a
historia familiar de asma ni marcadores de atopia. La fisiopatologia, es una
menor funcion pulmonar presente antes del inicio de los sintomas y el
principal factor de riesgo es que fume la madre durante el embarazo.

b) Una minoria puede corresponder a un “asma de inicio precoz”
que predomina en varones y se asocia a la persistencia de sibilancias y

- = ™ _ 1 _ P T | R . B D L .

29

30



Introduccion

1.2.2.2 Criterios de riesgo de asma

El Dr. FD Martinez propone el siguiente algoritmo para definir el riesgo de
asma.
Criterios mayores:
Hospitalizacidon por bronquiolitis/ episodios graves de sibilancias.
Al menos tres episodios de sibilancias en los ultimos 6 meses.
Historia parental de asma.
Dermatitis atopica.
Criterios menores:

- Rinorrea fuera de los resfriados

- Sibilancias fuera de los resfriados.

- Eosinofilia >= 5%

- Sexo masculino.

Existe riesgo> a 2/3 de persistencia de sibilancias a los 3 afios, en
caso de presencia de:

- Los 2 primeros criterios mayores, 0

- Uno de los dos primeros criterios mayores mas uno de los otros

mayores, 0

- Uno de los dos primeros criterios mayores mas dos de los criterios

menores.

Si la alergia es realmente una enfermedad de la "sociedad moderna" cuales
son los elementos de la sociedad o los factores ambientales responsables del
incremento de la frecuencia y de la gravedad de la misma. ©?

1.2.2.3. Factores predisponentes:

- La atopia: es el mas importante, consiste en la predisposicion a
producir cantidades anormales de Ig E en respuesta a la exposicién a
alergenos.

- Sexo: en la infancia el asma predomina en nifos.

1.2.2.4 Agentes etiologicos

- El principal agente causal es la inhalacidn de alergenos:
- Alergenos del interior:
- Acaros del polvo doméstico: responsable mas frecuente de asma en
Introdwtaidondo.
- Alergenos de animales de compania
- Cucarachas
-Mohos
-Alergenos del exterior
-Polenes 31
- Mohos
- Alérgenos ocupacionales ( muy poco frecuente en pediatria)

1.2.2.5 Factores que contribuyen al desarrollo del asma

- Humo del tabaco
- Contaminacion atmosférica
- infecciones respiratorias( virales)

1.2.2.6 Factores desencadenantes del asma:

- El principal es la exposicion a alergenos
- Infecciones respiratorias

- Contaminacion atmosférica

- Alimentos

- Farmacos, ejercicio e hiperventilacion.
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1.2.3. PATOGENIA DEL ASMA
Predisosicion genética (paciente atopico)

v

Exposicion alergenos
Factores favorecedores: factores
P — < ¢lolbgh
inf, viricas, eriologieos
alergenos
0zono,tabaco
v
sensibilizaclon
v
Reexpeosicion

Inflamacion bronquial

Fiperreactivicdad
broneuial

remecelacion

Factores
desencadenantes
Alergenes

y Elercieie:s

sintomas asmaticos  Centaminacion ambiental

Introduccion ﬂmﬁ@@@ﬁ@m
Figural. Patogenia del asma

Obstruecion br?mquial

Este esquema de la patogenia del asma (Figura 1) seria valido para el
asma infantil, el cual es un asma principalmente atopica en el que
sensibilizacion a diferentes alergenos esta presente en mas del 80% de los
ninos escolares que padecen asma.

En cambio en el asma del lactante no se dispone de pruebas que
permitan establecer una unidn entre las sibilancias de los dos primeros afios
de vida y la atopia o la sensibilizacion a alergenos. ©

1.2.4. DIAGNOSTICO

1.2.4.1 Anamnesis: antecedentes familiares y personales,
sintomas, caracteristicas de la crisis, intervalo intercrisis, desencadenantes.

1.2.4.2 Exploracion fisica: via respiratorias altas y bajas, piel.

1.2.4.3 Estudio de la funcion pulmonar: la espirometria. Esta
es imposible de realizar, por falta de colaboracidn, en nifilos menores de 5
afos. Por ello en ellos se utiliza, la pletismografia que mide la distensibilidad
y resistencias pulmonares, esta técnica se basa en el registro simultaneo del
flujo respiratorio (por medio de neumotacdgrafo conectado a una mascarilla
facial) y la presidon transpulmonar calculada como la diferencia entre la
presion media de la boca y la presion esofagica (medida por un catéter
conectado a un baldn insertado en el tercio medio del eso6fago). Otra técnica
para medir la distensibilidad y las resistencias de las vias aéreas estan
basadas en maniobras de obstruccion temporal y liberacién posterior de la
respiracion ((RINT) que se puede utilizar a partir de 2 afios.

1.2.4.4 Pruebas de laboratorio: Las cifras de Ig E en suero y la
proteina catidnica eosindfila, no sirven para el diagndstico etioldgico, pero su
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1.2.4.5 Diagnadstico diferencial con enfermedades respiratorias:

Fibrosis quistica, sindrome aspirativo, aspiracion de cuerpo extrafio,
Sindrome de cilios inmdviles, inmunodeficiencia primaria, malformaciones
cardiacas o de las vias respiratorias, sinusitis, reflujo gastroesofagico.

1.2.4.6 Examenes complementarios
Rx de tdrax, senos y cavum, test del sudor, inmunoglobulinas, Mantoux.

1.2.4.7 Clasificacion de la gravedad: en funcion de los parametros
clinicos y de la necesidad de broncodilatadores:

Estadio 1: Asma episodica infrecuente: el nifio que padece 1 0 2
episodios de dificultad respiratoria en un periodo de 3 meses, no precisa
ingreso aunque la intensidad de las crisis pueden ser de suficiente gravedad
como para necesitar una tanda corta de corticoides sistémicos para su
resolucion. Intervalo intecrisis libre de sintomas (tos, sibilantes o disnea)
duerme y come sin problemas, rie y juega sin disnea.

Estadio 2: Asma episodica frecuente: El nifio que padece tres o
cuatro episodios de dificultad respiratoria en un periodo de tres meses, que
no precisan ingreso y con intervalo intercrisis libre de sintomas.

Estadio 3: Asma moderada persistente: el nino que cumpla
cualquiera de estas caracteristicas:

- Cinco o seis episodios de dificultad respiratoria en un periodo de tres
meses.

- Haber necesitado un ingreso (en los Ultimos 3 meses)

- Menos de 5 episodios de dificultad respiratoria pero de larga
duracion -3-4 semanas cada crisis- con breves periodos
asintomaticos de una a dos semanas de duracion.

- Intervalo intercrisis con necesidad de Beta 2 “a demanda” tres o mas
dias

Estadio 4: Asma grave persistente: Nifo con mas de 6 episodios
de dificultad respiratoria, dos 0 mas ingresos en un periodo de tres meses,
con intervalo intercrisis continuado: no puede correr o jugar sin disnea, o
Irdresidad@e Beta 2 tres o mas dias por semana.

1.2.5. TRATAMIENTO

Abordaje escalonado del tratamiento del lactante y nifios pequefios (de35
edad igual o inferior a 5 afios) con asma aguda o crdnica. ¥

Clasificacion de La gravedad: Medicaciones necesarias para
manifestaciones clinicas antes del mantener el control a largo plazo
tratamiento o control adecuado
Sintomas/DIA Medicaciones diarias
Sintomas/noche
Paso 4 Continuo Tratamiento preferido:
Grave frecuente -Corticoides por inhalacion a dosis
Persistente altas y agonistas beta2 de accidn

prolongada por inhalacion
-Y en caso necesario: jarabe de
corticoides a largo  plazo

(2mg/Kg/dia)

Paso 3 Diariamente Tratamiento preferido:
Moderada >1 noche/semana -Corticoides por inhalacion a dosis
Persistente bajas y agonistas beta2 de accién
prolongada por inhalacion o
-corticoides por inhalacién a dosis
medias.
Tratamiento alternativo:
- corticoides por inhalacion a
dosis bajas y agonistas de
receptores de leucotrienos o
teofilina.
Paso 2 >2 semana pero< |Tratamiento preferido
Episodica 1dia/ Corticoides por inhalaciéon a dosis
frecuente >2 noches /mes bajas ( con nebulizados o MDI
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Objetivos del tratamiento: control del asma

e Sintomas cronicos minimos o inexistentes de dia o de noche

e Exacerbaciones minimas o inexistentes

e Ausencia de limitaciones en las actividades; ninguna falta de asistencia a
la escuela /trabajo de los padres

e Empleo minimo de agonistas beta 2 de accidn corta por inhalacion (<1x
al dia, < 1/cartucho /mes)

e Efectos adversos minimos o nulos de la mediacion

1.2.6 PREVENCION DEL ASMA

Prevencidn primaria: reduccidon de las posibilidades de padecer
la enfermedad: evitar los factores favorecedores de problemas respiratorios,
exposicion a tabaco pre y postnatal, exposicion a alergenos potentes
(epitelios), profilaxis de procesos infecciosos.

Prevencion secundaria: para evitar la progresiéon de la
enfermedad: diagndstico precoz y etioldgico insistiendo en la evitacién de
factores de riesgo y desencadenantes y la posibilidad de efectuar
intervenciones farmacoldgicas y terapéuticas en determinados grupos de
riesgo.

Prevencidon terciaria: intentar detener la progresion de la
enfermedad y revertir el dafio. Tratamientos antiinflamatorios (cromonas y
corticoides inhalados) son decisivos y su uso precoz puede cambiar el curso
de la enfermedad.

Introduccion

1.3- BRONQUIOLITIS Y ASMA
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Gran numero de autores constatan que un porcentaje de nifos (entre

un 25-57%, otros hasta un 71%) presentan asma bronquial en los afios
posteriores al primer brote de bronquiolitis por VRS.

El efecto citopaticos del virus es el que produce la dificultad
respiratoria en el brote agudo de bronquiolitis. Durante el primer afio de vida
el calibre de los bronquiolos es pequeio en comparacion con la superficie
alveolar, el cartilago es blando y hay un nimero de glandulas mucosas
mayor que en otras edades. Esta situacion favorece la facil oclusion de la via
aérea por fendmenos mecanicos. A ello se une la accion del virus que
destruye células epiteliales, mucosas, produce inflamacion y descamacién del
epitelio mucoso, aumento de detritus que taponan los finos bronquiolos del
nifo. Como resultado de la necrosis celular y descamacion epitelial, quedan
al descubierto los receptores vagales, que al ser estimulados por el frio, o la
accion mecanica de la descamacién, condicionan la aparicion de
broncoespasmo y disnea.

Esto explica la disnea en la fase aguda, pero no la presentacion de
broncoespasmo y disnea posterior.

La inflamacion de la mucosa bronquial por el VRS puede persistir
hasta 6-7 semanas después de la curacion del primer episodio. Las futuras
reinfecciones virales produciran disnea por irritacion de los receptores
vagales al descubierto.

En la inflamacion de cualquier origen, los leucocitos
polimorfonucleares y los macrofagos activados van al foco celular y liberan
radicales libres de oxigeno, proteasas y metabolitos del acido araquiddnico,
todos ellos lesionan al epitelio bronquial y denudan los receptores vagales,

. k- L R T

B D Y A . L



Introduccion

INFLAMACION Y ASMA

Macrofagos
Polimorfonucleares

l

Radicales libres de oxigeno
Proteasas
Metabolitos del acido araquiddnico

!

Lesién epitelial

\/
Denudacidn de receptores vagales

\
Hiperreactividad bronquial

Figura 2: inflamacion y asma

La replicacion virica en las células epiteliales inicia los fendmenos
lesivos respiratorios que incluyen proteolisis de linfocitos B y activacion de los
neutrdfilos, aumento de la secrecion de multiples citoquinas (IFN-y),
quimiocinas (IL-8) y moléculas de adhesion, que estan elevadas en las
vias aéreas durante la infeccidn virica y a su vez reclutan y activan células
inflamatorias (neutrofilos, eosindfilos y células T activadas) que se
encuentran igualmente elevadas en el asma. 1

Ademas la accion del virus sobre los receptores Beta bronquiales, es
de bloqueo, con lo que aparece tendencia al broncoespasmo e
hiperreactividad bronquial.

La mucosa inflamada, con las uniones intercelulares alteradas, facilita
la penetracion de neumoalergenos a su través, la sensibilizacion y la
presentacién de asma bronquial extrinseca. En este sentido estaran mas
predispuestos los nifios con historia familiar de atopia, Ig E elevada
prevdamenda a la enfermedad, nifios con enfermedades alérgicas asociadas e

NIJos de madres tumadoras.

En trabajos recientes se ha demostrado la hipdtesis de que las
proteinas G del VRS inducen el estimulo de los Linfocitos TH2, caracteristica
de las reacciones alérgicas, en detrimento de TH1, que libera IL-4, la c
estimula la produccion de Ig E y la sensibilizacion a neumoalergenos’y
alergenos de faneras animales.

Piedimonte et al, aportan una hipdtesis patogénica que explicaria el
asma post bronquiolitis VRS es la de la inflamacién neurdgena. Los
pulmones inmaduros del lactante tiene elevadas inervaciones nerviosas, las
cuales son estimuladas por el VRS que da lugar a la liberacion de sustancia
P, cuyo receptor de alta afinidad (NK-1) se encuentra en los vasos y células
como neutrdfilos, eosindfilos, linfocitos y macréfagos. Como consecuencia de
ello en los vasos se produce aumento de la permeabilidad y edema, los
neutrdfilos y eosindfilos emigran al pulmon vy los linfocitos y macréfagos
secretan citocinas, todo lo cual constituye la inflamacién de las vias aéreas.
Después de la resolucion de la infeccién aguda la estimulacion de los nervios
pulmonares por aire frio, alergenos o irritantes, induce inflamacion
recurrente mediada por linfocitos T que expresan NK-1. (Figura 3) V)
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VRS Y ASMA INFLAMACION NEUROGENA

Irritantes
Alergenos
Aire frio
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Neutrofilos vVasos linfocitos
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Quimiotaxis permeabilidad citocinas
Edema

\ /

Inflamacion

Figura 3. Hipotesis patogénica que explicaria el asma post bronquiolitis VRS
por la inflamacion neurégena.
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1.4 MOLECULAS DE ADHESION: ===

. ., o 41

Las moléculas de adhesion desempenan un papel clave en la reaccion

inflamatoria alérgica, puesto que son absolutamente necesarias para que las

células inflamatorias lleguen desde la sangre al lugar de la reaccién, por
rodamiento, activacion y migracién, a través de la pared endotelial. ©®

1.4.1-Definicion:

Son glicoproteinas de membrana que intervienen en el contacto entre
dos células o entre la célula y la matriz extracelular. Su objetivo es el de
mantener el contacto entre dos células el tiempo necesario para que se
produzca la comunicacion entre ambas y se lleve a cabo la funcién indicada.

1.4.2-Funcion de las moléculas de adhesion:
-Funciones primordiales:

1-Adhesion de los leucocitos circulantes al endotelio vascular.
2-Migracion transendotelial de los leucocitos circulantes.

3- Retencién de células en la matriz extravascular.
4-Modificacion del estado de las células inmuno competentes
(estimulacién, apoptosis)

5-Mantenimiento de la integridad vascular

6-Son receptores de algunos patégenos: p.e: ICAM-1 para el
Rinovirus.

Las moléculas pueden actuar como receptores o como ligandos
especificos para esos receptores y son expresadas tanto en
leucocitos y células endoteliales como en células epiteliales. La
adherencia intercelular y la unién de las células a los materiales

- - . L. L e
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1.4.3-Cascada de las moléculas de adhesion:

En reposo los leucocitos casi no se unen al endotelio vascular. En la
inflamacidn, mediadores como la histamina, los leucotrienos, prostaglandinas
y varias citocinas son liberadas localmente por los mastocitos, macréfagos y
células T. Estos mediadores inflamatorios, actian como inductores de la
accion de las moléculas de adhesion iniciandose por ello la migracién
leucocitaria de la corriente sanguinea a las zonas inflamatorias
extravasculares.

Después de que los leucocitos hayan iniciado el rodamiento dirigido
por el endotelio vascular, como consecuencia de la interaccion labil entre las
selectinas y sus ligandos, se produce la adhesidon firme al endotelio. Este
proceso es mediado por otras moléculas, las integrinas, que al interaccionar
directamente con el citoesqueleto celular transmiten rapidamente la sefial al
interior de la célula, de ahi precisamente su nombre, ya que son integradoras
de sefiales al interior celular. ©” El proceso de adhesiéon se produce
secuencialmente en forma de cascada actuando las moléculas de adhesion

(Fig 4).

Redamente d_

L= ] o =
.-"" r/i_h -:\‘-'ull d L o @ 0 o
s -
i ; ' i
1 ]

e o r’
e e o @ _.-h.--f
say =8
o / C;l
Fuoa ml’lama:ti:-ﬂj i
e ‘-\'\. - “Extravasacin
& Citorinzs } %nﬂﬂqﬁq
I} Integrinas P n_;.??/._,n B
o AJuimborings ""\-\.\
‘ il
_&_
i Heceptores de quimincinns 1l Helectinas = roteoglicanns

FigroductioBsquema de migracion celular durante la extravasacion. Se

representan los pasos sucesivos Yy las moleculas Implicadas en la
extravasacion leucocitaria desde el torrente circulatorio a los focos de

inflamagignréadciones alérgicas, con la liberacion de citocinas y factores
eosinotacticos a los tejidos estimulan la formacion de eosindfilos en
médula dsea y los atraen hacia la sangre. El eosindfilo deja la circulacion
sanguinea cuando se activan las moléculas de adhesion. Estas moléculas
actdan en varias fases:

1- Union del eosindfilo a la pared endotelial

2- Deslizamiento de este leucocito a lo largo de la pared vascular

3- Aplanamiento del eosindfilo con modificacién de su forma.

4- Trasmigracion por diapédesis a través de la pared vascular por la unidn
entre dos células endoteliales.

5- Llegada del eosindfilo a la lamina propia donde interacciona con proteinas
de la matriz extracelular (colageno, laminina y fibronectina) las cuales
también expresan moléculas de adhesion.

En la fase 1 y 2 actian las SELECTINAS. En las fases 3 y 4 la
SUPERFAMILIA de la INMUNOGLOBULINAS. Las ultimas en actuar son las
INTEGRINAS que lo hacen en la fase 5. Gracias a todos estos procesos
descritos, el eosindfilo llega a la matriz germinal donde segrega todas las
sustancias citotdxicas, las cuales son causantes de la patologia alérgica.

La determinacién del nimero total de eosindfilos en sangre, solo da
una idea transitoria ya que donde pasan mas tiempo es en los tejidos. El
grado de eosinofilia nos da informacion dependiendo del nimero de tejidos
afectos y de la severidad de la inflamacion.

1.4.4-Clasificacion de las moléculas de adhesion:

Las familias que mas frecuentemente intervienen en los procesos
inflamatorios y en especial del asma bronquial:
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Figura 5 Selectinas. Representacion de las selectinas, estructura y ligandos
con atencién a los tipos celulares que los expresan y las condiciones que
condicionan su expresion. 7

2-SUPERFAMILIA DE LAS INMUNOGLOBULINAS: todas son expresadas en el
endotelio vascular. Actlan posterior y mas prolongadamente que las
selectinas. Los ligandos para las integrinas pertenecen a la superfamilia de
las inmunoglobulinas entre ellas la subfamilia de los ICAM, VCAM (vascular
cell adhesion molecule), MadCCAM-1, PECAM-1.

- ICAM-1: (molécula de adhesién intercelular-1)

- ICAM-2: (molécula de adhesion intercelular 2)

- VCAM-1: (molécula de adhesion vascular-celular 1) se expresa
principalmente en células endoteliales y células dendriticas, y es
inducible por citocinas. Su papel se relaciona con la activacion del
linfocito por células presentadoras de antigeno.

3-INTEGRINAS: intervienen en la adhesion entre leucocitos y células
endatrlidles,Y entre leucocitos y la matriz extracelular. La transicion sucesiva
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Figura 6 Representacion esquematica de la polarizacion celular. Se muestra
el fenotipo polarizado que adoptan los leucocitos que migran, asi como la
distribucién que adoptan los receptores de quimiocinas, las integrinas y las
moléculas de adhesion.
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1.4.5- Moléculas de adhesion implicadas en el desarrollo de
inflamacion bronquial en los pulmones de pacientes asmaticos.
Tabla II

Familia Receptor Ligando Distribucion
Superfamilia ICAM-1
de las Igs VCAM-1 VLA-4 Endotelio
Selectinas

L-selectina Sle Endotelio

Inflamacién en el asma bronquial (Fig 7):

La reaccién inflamatoria del asma consta de tres procesos secuenciales:
1- Fase de reconocimiento-activacion: en ella las células TH1 CD4+ vy a
veces las células T CD8+ reconocen a los antigenos proteicos ajenos
presentados en la superficie de las células presentadoras de antigenos (APC)
y responden con la produccién de citocinas. Esta es una respuesta de
memoria delante de un antigeno con el que previamente se habia
contactado.

2- Fase de inflamacion: en la que las células del endotelio vascular
activadas por las citocinas estimulan la llegada de linfocitos circulantes hacia
los tejidos implicados. En esta es donde actdan las moléculas de adhesion.

3- Fase de resolucion: en la que los macréfagos activados por las citocinas
eliminan el antigeno. Este proceso se puede acompanar de lesion tisular.

La fase de inflamacién donde acttan las moléculas de adhesién: Una
vez se ha reconocido el antigeno y se han activado las células T, estas
secretan citocinas (factor de necrosis tumoral, TNF) que alteran las células
endoteliales de la microvasculatura local de forma que atraen leucocitos
circulantes hacia la reaccion inflamatoria. Estas células del endotelio
microvascular realizan cuatro funciones que contribuyen a la inflamacion:

Introduccion

1-Vasodilatacion: mediante la produccion de sustancias vasodilatadoras como
prostaciclinas y oxido nitrico (NO), las células endoteliales provocan un
aumento del flujo sanguineo local y favorecen el transporte de leucocitos
hacia el foco inflamatorio. 47

Y4 - - Y4 s . .

aumento de los niveles de algunas de ellas permiten que las células del
endotelio venular postcapilar se tornen adherentes a los leucocitos. En este
estado de adhesién, al encontrarse un leucocito circulante con una célula
endotelial venular, se producirda un aumento del tiempo de permanencia de
los leucocitos en la superficie venular lo cual incrementa la probabilidad de
extravasacion.

Se han caracterizado tres moléculas de adhesion inducidas por
citocinas que han demostrado ser importantes en el desarrollo de la
inflamacidon desencadenada por el antigeno.

La E-selectina es la primera que aparece y tiene su inicio de accién
en una o dos horas. En las vénulas de los tejidos, la E-selectina favorece la
union inicial de los leucocitos con la célula endotelial en la que es expresada.
En las zonas de flujo sanguineo, estas interacciones pueden dar lugar al
movimiento en sentido rotatorio del leucocito por la superficie endotelial.

Poco tiempo después aparece la VCAM- 1 (inicio de accidn a las 6 a
12h) que interviene en la unién inicial de las células T de memoria y otros
leucocitos los cuales expresan la molécula de adhesidon perteneciente a la
familia de las integrinas y llamada VLA-4.

La regulacion positiva de la E-selectina, seguida por la VCAM-1 en la
superficie de la célula endotelial, conduce secuencialmente a la adhesion,
primero de los neutrofilos y después de los linfocitos y monocitos en
respuesta al estimulo antigénico.
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4. Extravasacion del plasma: las citocinas inducen cambios
morfoldgicos en las células endoteliales y remodelan la membrana basal
favoreciendo la extravasacion de macromoléculas y de células T. A las 24h,
las células endoteliales reorganizan sus moléculas de adhesiéon y las
concentran en las uniones intercelulares.

La interrelacién entre las moléculas de adhesidén y las quimiocinas
conduce asi a la reaccidn inflamatoria en el asma bronquial siguiendo unas
fases correlativas en el tiempo:

1-Adhesion inicial laxa de los leucocitos al endotelio vascular, activada por los
contactos a por las citocinas, mediante las selectinas. En la microvasculatura,
la fuerza del flujo empuja a los leucocitos adheridos, provocando la
desaparicion de las interacciones selectina-ligando las cuales vuelven a
formarse rapidamente en sentido descendiente a medida que los leucocitos
se van moviendo. El resultado es el “rodamiento” del leucocito esférico a lo
largo de la superficie del endotelio. Otras moléculas de adhesidon activan
también este rodamiento.

2-A medida que el leucocito va rodando por la superficie de las células
endoteliales, es activado mediante las citocinas y alguna molécula de adhesion.
El leucocito activado reordena su citoesqueleto y pasa a ser esférico a tener
una forma aplanada, aumentando la afinidad de sus integrinas por los ligandos
endoteliales y volviéndose mdvil.

3-Este leucocito activado se adhiere firmemente a la superficie endotelial
gracias a sus integrinas de alta afinidad (LFA-1, Mac-1 en neutrofilos y
monocitos y VLA-4 en otros leucocitos).

4- En las uniones interendoteliales por los leucocitos reciben mas sefiales
(seguramente por parte de PECAM-1) que disparan su trasmigracion.

5- Una vez en los tejidos el leucocito repta, gracias a sus integrinas, por la
matriz de fibrina que se forma a partir de las proteinas extravasadas del
plasma.

Introduccion

Estos leucocitos pueden morir en unos dias (caracteristico de los
neutrdfilos), pueden activarse (propio de las células T y de los monocitos) o
pueden salir por los vasos linfaticos. Los monocitos activados que se Ioca+' an
en los tejidos extravasculares se diferencian a macréfagos que son las células
efectoras finales de la reaccion inflamatoria. Los macrdfagos eliminan a los
antigenos lo cual lleva a la resolucién de la inflamacion.

Las moléculas de adhesion pueden ser detectadas en biopsia de tejidos
bronquiales y afectados, el liquido de lavado broncoalveolar y en esputo
inducido. También pueden circular en sangre de forma soluble. La
determinacion de estas moléculas puede hacerse por ELISA o por citometria de
flujo usando anticuerpos monoclonales.

El valor de estas moléculas solubles para el conocimiento del estado de
la inflamacidon bronquial es todavia poco conocido. Aungue la presencia de las
moléculas de adhesion circulantes probablemente refleja activacion celular en el
seno de la reaccion inflamatoria, su funcién no esta clara. ©®
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Hipotesis de trabajo y objetivos

II. - HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS DE TRABAJO 51
En la reaccidn inflamatoria los linfocitos T4 o helper juegan un
papel regulador. Las células THO pueden subdividirse en dos tipos basandonos
en la produccidon de citocinas por cada subtipo: TH1 y TH2. Las TH1 estan
implicadas en la respuesta frente a las infecciones y en la hipersensibilidad
retardada y las TH2 son responsables de la respuesta inflamatoria en la
enfermedad atépica. (***? Las citocinas producidas por los TH1 son la IL-2 y
el IFN-y, en cambio las TH2 producen IL-4, IL-5. El balance entre las células
TH1 y TH2 estd mantenido por una inhibicion mutua. El IFN-y inhibe la
actividad de las TH2 en cambio la IL-4 inhibe la actividad de las células TH1.
La IL-4 induce la produccién de Ig E por los linfocitos B y también juega un
papel importante en la activacion de los mastocitos. El IFN-y es un potente
inhibidor de la sintesis de Ig E (Fig 8). (#1:4243:44:45:46,47,49)

Hay evidencias que en la interfase materno-fetal hay un predominio de
células TH2. Un retraso en la maduracidon postnatal del sistema inmune puede
ser un importante factor de riesgo para el desarrollo de atopia en individuos
con elevado riesgo genético. Segun el estudio de Joshi et al, la infeccion en los
primeros meses de vida por el VRS puede ser uno de los factores que

perpetudan la respuesta de las citocinas de las TH2 en individuos susceptibles.
(44,48)

La principal citocina relacionada con la enfermedad alérgica es la IL-4,
con la que los linfocitos B, inician la produccién de Ig G1 y Ig E.

Por otro lado los mastocitos y los eosindfilos son unas células efectoras
importantes en la patogénesis de la inflamacion del asma dado que segregan
productos que pueden lesionar el epitelio respiratorio. **)
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El virus respiratorio sincitial tiene una capacidad inusual para activar las
células Th2 probablemente debida a la presencia de una glucoproteina- G en la
superficie del virus. 114

Por ello nuestra hipotesis pretende demostrar que al activar el VRS la via
de los linfocitos TH2 aumentara la produccion de IL-4, Ig E total y especifica en
los nifios que presenten asma del lactante, después de la bronquiolitis VRS+.

Los mastocitos y los eosindfilos son unas células efectoras importantes
en la patogénesis de la inflamacién del asma dado que segregan productos que
pueden lesionar el epitelio respiratorio.

El asma es una enfermedad inflamatoria. La infiltracion de los leucocitos
es el principal suceso de la patogénesis del asma. El reclutamiento de los
leucocitos desde la circulacién sanguinea hacia los tejidos afectados depende
de una serie de moléculas de adhesidn, las cuales median la interaccidn entre el
endotelio vascular y los leucocitos.

Las selectinas (E-selectina, L- selectina y P-selectina) y sus ligandos
carbohidratos median la captura inicial y la adhesion de los leucocitos. Sin
embargo la molécula de adhesién intercelular-1 (ICAM-1) y la molécula de
adhesion de células vasculares, ambas forman parte de la superfamilia de la
inmunoglobulina, y sus ligandos contribuyen a la migracién transendotelial y a
la adhesion firme.

La expresién y funcidn de las moléculas de adhesidon celular son
moduladas por unos mediadores de la inflamacion: €j. la histamina, factor de
activacion de las plaquetas, leucotrienos, y diferentes citocinas y factores de
crecimiento. La concentracion en suero del soluble ICAM-1, soluble VCAM-1, y
soluble E-selectina esta aumentada en adultos con asma.

El virus VRS induce la expresion de ICAM-1 por las células del epitelio
respiratorio in vitro, y favorece la adhesion de los neutrofilos y los eosindfilos a
las células del epitelio respiratorio en cultivo, mediante un mecanismo
dependiente de la ICAM-1. El papel de las moléculas de adhesion en la
respuesta inflamatoria de la bronquiolitis, fase aguda de la infeccion VRS,
parece ser determinante. ¢

Hipotesis de trabajo y objetivos

Asi en los nifios que presenten alergia a pneumoalergenos, a farmacos o
a alimentaros esperaremos encontrar unos niveles altos de IL-4 lo que traducira
un aumento de linfocitos Th2 y unos niveles disminuidos de interferén gam
Asi como una elevacién (al potenciarse la produccién de linfocitos Th2) de la
produccién de IL-5, la cual estimula a los eosindfilos la produccion de la
proteina catidnica eosindfila.

En resumen las hipétesis de trabajo son:

1-Estimulacion de la proteina G del VRS sobre los linfocitos TH2 dando lugar a
un aumento de la Ig E y aparicidén de enfermedad alérgica (Figura 8).

2-Inflamacion alérgica de las vias respiratorias (bronquios) que se producen en
las reacciones alérgicas mediadas por Ig E, y que se pueden poner de
manifiesto por el aumento de las moléculas de adhesion: VCAM-1 y L-selectina.
(Figura 9)
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Figura 9 Inflamacion alérgica mediada por Ig E sobre las vias respiratorias;
moléculas de adhesién VCAM-1 y s-Lselectina. ©©
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2.2 OBJETIVO DEL ESTUDIO:

Propdsito: estudio prospectivo de un grupo de pacientes afectos de
bronquiolitis por VRS para evaluar las modificaciones de la inmunidad que
inducen la aparicion de asma.

Los objetivos del proyecto son:
Objetivo general es establecer la relacion entre la infeccién por el virus

respiratorio sincitial y las modificaciones de la inmunidad que conducen a la
aparicion de asma infantil.

Para conseguir este objetivo, se plantean los siguientes objetivos especificos

1.- Analizar la evolucién clinica y la aparicion de asma infantil, de nifos
menores de 2 afos que han padecido bronquiolitis por VRS desde los 8 dias de
vida hasta los 7 meses.

2.- Comprobar si los antecedentes familiares de atopia han influido como factor
desencadenante de aparicién de asma.

3- Detectar las alteraciones de la inmunidad en los nifios con bronquiolitis por
VRS, que conducen a la aparicidon de enfermedad alérgica (asma):

3.1 Poblaciones linfocitarias, LT; LB; LT4, LT8.
3.2- Inmunoglobulinas G, A, M
3.3- Interleucina 4 (IL-4) e Interferon gamma (INF -y)

4.- Detectar que marcadores son Utiles en los nifios en que aparece asma post
bronquiolitis para diagnosticar la enfermedad alérgica precoz: Ig E total, ECP, s
VCAM-1, sL-Selectina.

5.- En los nifos en los que se detecte la aparicion de asma con Ig E elevada,

estudiar la sensibilizacion precoz a pneumoalergenos y alimentos: mediante Ig
E especifica (método de CAP) y Prick Test.

Material y Métodos
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3-1. POBLACION DE ESTUDIO.

Esta tesis es el fruto de un seguimiento prospectivo realizado en la
Seccién de Inmunoalérgia del Hospital Universitario Sant Joan de Déu de
Barcelona, este Hospital es centro de referencia del area del Baix Llobregat.

Pacientes: dos grupos de estudio
3.1.1. NINOS CON BRONQUIOLITIS. (Grupo A)

El grupo de nifios problema estaba formado inicialmente por 65
nifos (edad media 3 meses, 1 dia a 7 meses) que ingresaron en este Hospital
por su primer episodio de bronquiolitis VRS positivo, desde diciembre de 1997
hasta febrero de 1998.

Durante su ingreso se informaba a la familia de la existencia de
este estudio y se les proponia la participacion en el mismo. De estos, 50 nifios
completaron el seguimiento durante 2 afos. El seguimiento se realizaba en el
servicio de Inmunoalérgia, donde acudian a control clinico cada 3-4 meses y
control analitico cada 6 meses, durante 2 anos.

En los controles clinicos se realizaba una anamnesis y exploracion
fisica y se anotaban los procesos de bronquitis disneizante que habia padecido
desde la Ultima visita. En los analisis que se realizaban en el momento de
ingreso, a los 6,12 y 18 meses se solicitaba un hemograma, Inmunoglobulinas
G, M, A, E, Poblaciones linfocitarias, proteina cationica eosindfila, interleucina 4,
interferon gamma. A los 18 meses se solicitaron las moléculas de adhesion: s
VCAM.1, sL selectina (Figura 10).

En los nifios que presentaban una elevacién de la Ig E total se les
realizaba un Prick test a leche, huevo y pneumoalergenos, ademas de una Ig E
especifica.

3.1.1. a. Criterios de inclusion.

Niflos de varios dias a 7 meses de edad diagnosticados de
bronquiolitis por el virus respiratorio sincitial.

Material y metodos

3.1.1. b. Criterios de exclusion.

- Nifos afectos de inmunodeficiencia o prematuridad.

. ., . 59
- Nifos que no acudirian al seguimiento.

- Nifios con enfermedades cronicas respiratorias ya diagnosticadas
tanto de origen genético (fibrosis quistica de pancreas) como por
alteraciéon anatémica pulmonar.

- Nifos con otras enfermedades crénicas (cardiopatias, diabetes,
etc.)
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Material y Métodos

Figura 10 Esquema del grupo de estudio (nifios con bronquiolitis). Grupo A

3.1.2. NINOS SANOS (Grupo B)
61
El segundo grupo, estaba formado por 80 nifios, los cuales se subdividian
en 4 grupos de 20 segun las edades: 20 nifios de 1 a 8 semanas, otros 20 que
tenian entre 5 a 7 meses, otros 20 de 10 a 14 y el ultimo de 20 nifios 16 a 20
meses de edad.

Ninguno de ellos tenian antecedentes familiares o personales de atopia,
ni clinica de bronquiolitis o enfermedades importantes. Estos nifios tenian
programada una extraccion analitica por otro motivo (la mayoria eran analisis
preoperatorios), solicitando permiso a la familia se determinaba en sangre la
interleucina 4, el interferdn-y y las moléculas de adhesion. Este segundo grupo
permitira calcular los valores de referencia en suero de estas cuatro moléculas.
Por ello solo se les realiza una determinacién puntual y no se hacia un
seguimiento de estos nifos.

Son cuatro grupos de 20 nifos, los tres primeros estan formados por
ninos de 1-8 semanas, 5-7 meses y 10-14 meses, en ellos se determinaba en
sangre la interleucina 4 y el interferon gamma, mientras que en el grupo de los
nifos de 16-20 meses se median ademas las moléculas de adhesion (s VCAM-1,
sL-selectina). Figura 11
3.1.2. a. Criterios de inclusion.

- Todo nifio que estuviera entre las edades antes mencionadas y que
tuviera programada una extraccién analitica.

- No tener antecedentes personales ni familiares de atopia

3.1.2. b. Criterios de exclusion.
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GRUPO B

Crupe para calcular valores ce referencia
No seguimiento clinico

!

B2 B3

2 20

nihos de nifes de nifes de nihos de
1-8 semanas 57 meses 90-14 meses 16-20 meses

(oo
= =

[ (g9
S I

S~ v T

IL-4 s VCAM-1
IFN.g sL selectina | «.

Material y Métodos

BiguUMETIIDQrupo B (nifios sanos de referencia de 1 semana a 20 meses)

3.2.1. Seguimiento clinico: la ficha

Para la recogida de datos en estos nifios se utilizd una ficha, en donde gé
especificaban los antecedentes familiares de alergia respiratoria (rinitis 0 asma)
a farmacos o dermatitis atopica y los personales (si habia presentado
previamente sintomas compatibles con sibilancias o asma).

Las caracteristicas del ingreso por bronquiolitis, gravedad, tratamiento
realizado, sobreinfeccidn bacteriana, evolucion. Ademds en cada visita de
control se preguntaba a los padres si durante los ultimos meses habia
presentado algin proceso de bronquitis disneizante o cualquier otra
sintomatologia de enfermedad atdpica como eczema (diagnosticadas por un
médico) gravedad de los episodios, duracion y tratamientos realizados.

También se valord el desarrollo psicomotor, el estado de inmunizacién
(calendario vacunas), si habia alguna intolerancia con los diferentes alimentos
introducidos y si acudian o no a guarderia. Se dejaba constancia de la
exploracion fisica en el momento de la visita y si estaba o no tomando
medicacién como boncodilatadores, corticoides o antihistaminicos. (Anexo.1)

Se realizaba un seguimiento clinico (anamnesis y exploracion fisica) cada
3 6 4 meses, anotando los datos en la ficha, hasta los 2 afos de edad.

El concepto clinico del Asma infantil: en el presente estudio se define
como la presentacion de 3 o mas episodios de obstruccion bronquial antes de
los 2 afios de edad y/o una historia de hiperreactividad bronquial, fuera de los
periodos de sobreinfeccion respiratoria.

Para establecer el diagndstico de asma en nuestro grupo de pacientes
menores de 2 anos se utilizaron los siguientes datos:



Material y Métodos

3.2.2. METODOLOGIA ANALITICA
3.2.2. a. Pruebas in vitro:

1.- Estudio etioldgico de la infeccion viral respiratoria (bronquiolitis)
para los siguientes virus

- Virus respiratorio sincitial, mediante inmunofluorescencia directa (IFD).

- Adenovirus, influenza A y B y parainfluenza 3 mediante inmunofluorescencia
directa (IFD)

Esta determinacion viral se realizaba en los lactantes que acudian
a urgencias con clinica de bronquiolitis. Se tomaba muestra de las secreciones
naso-faringeas, en el box de exploracién, mediante succidén con catéter en la
nasofaringe.

VIRUS RESPIRATORIO SINCITIAL: identificacion del VRS por
inmunofluorescencia directa (IFD) sobre la muestra. La IF permite visualizar el
antigeno en las células epiteliales de las secreciones respiratorias, mediante un
anticuerpo monoclonal marcado con fluoresceina. El anticuerpo especifico de la
sub-unidad F1 de la proteina de fusidn no sujeta a variaciones antigénicas,
reconoce todas las variantes del VRS. El reactivo utilizado fue RSV Direct IF
Identification. Bio Merieux Ref 55 341.

Toma de la muestra:
Se recogian las secreciones nasofaringeas por medio de una

sonda y se remitian rapidamente al laboratorio (Foto 1,2). La muestra tenia que
ser rica en células epiteliales procedentes del lugar de la infeccion.

Material y métodos

Foto 1: recogida de las secreciones nasofaringeas por medio de una sonda de
aspirado nasal

Lavado de las células: las secreciones se ponian en suspension en 2 o 3 ml de
PBS (Phosphate buffered saline). Se homogeneizaba, mediante aspiracion y
espiracion con una pipeta. Posteriormente se centrifugaba durante 10 minutos
a 380a v se volvia a repetir hasta |la total eliminacidon de las mucosidades.
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Material y métodos

Foto 2: secreciones nasales y suero fisioldgico en un receptor estéril

El sedimento celular se diluia con el tampdn PBS hasta obtener una
suspension celular ligeramente turbia. Se cogia 30ul de la suspensiéon y se
colocaban en un porta. Se fijaba la muestra con acetona en el circulo. Se
dejaba secar al aire y se escribia en el porta el nombre del paciente.

Posteriormente se pasaba a la tincién: Se ponia una gota del reactivo 1
(conjugado FITC anti- RSV, anticuerpo monoclonal, murino, contra colorante
incluido) en cada circulo de control y en cada muestra, intentando que cubriese
toda la superficie del circulo. Se incubaba a temperatura ambiente durante 15
minutos en una camara himeda. Se lavaban los portas en PBS 2 veces 5
minutos. Se aplicaba una suave agitacidon magnética. Después se afadia una
gota del reactivo 3 (medio de montaje para IF) en cada circulo y se cubrian con
un porta. Se dejaba secar y se pasaba a mirar al microscopio de fluorescencia.

Material y métodos

Lectura: con un objetivo de 40, se leia el porta de control se consideraba
circulo (-) sin fluorescencia, solo hay presencia de células rojizas, circulo (+)
células que presentan una fluorescencia intra-citoplasmatica de tipo granular
homogéneo, entre otras células rojizas no infectadas. Se pasaba a leer el por;
con las muestras. Se interpretaba como positivo si habia por lo menos 1 células
fluorescente caracteristica: fluorescencia granular intra-citoplasmatica.

Se consideraba negativa si no habia ninguna célula fluorescente, entre
por lo menos 50 células en el circulo. Era considerado ininterpretable si en una
muestra en la que no habia ninguna célula fluorescente y menos de 50 células
por circulo.

Una vez diagnosticadas de bronquiolitis VRS positivo se les planteaba
iniciar el estudio.

Los nifios con bronquiolitis VRS  positivo se realizaba la primera
determinacidn para estudiar la inmunidad humoral y celular durante su ingreso
y las siguientes determinaciones a los 6 meses, al afo y 18 meses de edad.

Asi mismo también se determinaban en las secreciones nasofaringeas
otros virus: Adenovirus, Influenza A y B, Parainfluenza 3, se utilizaba el reactivo
IMAGEN Adenovirus DAKO 6100, IMAGEN Influenza A y B, DAKO K6105-11 vy
Anti Para influenza tipe 3 Ig G Ingelghein Diagnostica J1-365L. La técnica de
inmunofluorescencia directa es la misma que para el virus VRS.

2.- Estudio de la inmunidad humoral y celular de los nifios del estudio:

- Hemograma: eosinofilia
- inmunoglobulinas totales, Ig E total y especifica.
- poblaciones linfocitarias: LT, LB, LT4, LT8
- Citoquinas: interferon-y e interleucina 4
- Proteina catidnica eosindfila
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Inmunoglobulina E total:

Para la determinacién cuantitativa de la Ig E total en suero humano se
utilizé la inmunonefelometria con particulas intensificadoras usando los
sistemas nefelometricos de Dade Behring. (Nefelometro Behring BN II)

La nefelometria se define como la medida de la luz dispersada o
reflejada hacia un detector que no esta en la misma direccion que el haz de
luz incidente. La mayoria de nefeldmetros miden la luz dispersada en un
angulo de 900, ¥

Fundamento del método: Las particulas de poliestireno recubiertas con
anticuerpos contra la Ig E humana se aglutinan al mezclarse con las muestras
que contienen Ig E humana. La intensidad de la luz dispersada en el
nefeldmetro depende de la concentracién de Ig E en la muestra, de tal forma,
que por comparacion con diluciones de un patron de concentracién conocida,
es posible determinar la cantidad de Ig E existente en la muestra.

El reactivo utilizado fue N Reactivo Latex Ig E mono (Dade Behring) que
estd formado por una suspension de particulas de poliestireno, las cuales
estan recubiertas con anticuerpos monoclonales, ratén, contra la Ig E
humana. La concentracion de particulas de poliestireno, esta Optimamente
graduadas para la medida de la aglutinacién con los sistemas nefelométricos.

Preparacion de los reactivos: Se pipeteaba 2,0 ml de N Reactivo adicional
L/B (solucion salina tamponada y detergente) en una botella del N Reactivo
adicional L/A( contiene inmunoglobulinas de ratdn en soluciéon tamponada) y
se mezclaban con agitacion suave.

Preparacion de la curva de referencia: La concentracion de Ig E humana
en el N proteina estandar SY se debe tomar en la tabla de valores.
El nefeldmetro prepara automaticamente las diluciones necesarias del
estandar con el N Diluyente

Medida de las muestras de pacientes: Las muestras del grupo de estudio

eran automaticamente diluidas 1:20 con N Diluyente y eran medidas en las 4
horas posteriores.

Material y métodos

El procedimiento operativo era: Sacar los reactivos de la nevera y colocarlos
en el rack de reactivos con la etiqueta de cédigo de barras correcta, para que
la pueda leer el BN II.

. . o, 9
Comprobar que el analizador esté calibrado para la determinacion de ?g
E para el n° de lote de reactivo que vamos a utilizar.

Poner la botella de control y seleccionar la determinacion.

Comprobar que los resultados obtenidos de los materiales de control de
la calidad hayan sido correctos.

Poner las muestras identificadas con su cddigo de barras.

La concentracion de Ig E en sueros de personas clinicamente sanas
muestra un rango muy disperso y no sigue ninguna distribucién normal. La
concentracion de Ig E en el suero de nifos es altamente dependiente de la
edad.

Valores de referencia para Ig E en suero:
- Lactante en el primer ano de vida 0,3 - 17 KUI/L
- Nifios (1-2 anos) < 43 KUI/L

Caracteristicas del método de analisis: para una dilucion de la muestra
1:20, el rango de medida para la determinacién en el N Latex Ig E mono esta
comprendido entre 18 y 1150 KUI/I.

Limite de deteccion: 4 KUI/L para una dilucién de las muestras 1:5
La determinacion de La Ig E total tiene un valor predictivo para el

desarrollo de enfermedad atdpica. Pueden hallarse niveles elevados meses
antes de que se manifieste la clinica.

69

70



Material y métodos

Inmunoglobul

inas G, A, M:

Los resultados se expresan en mg/L y no hay diferencias por sexos.

Ig G : Rango de referencia:

Edad IgG Edad IgG
1-2 dia 6670-17200 4-5 meses 1600-8610
2-30 dias 2470-9610 5-6 meses 2070-7410
1-2 1970-6280 6-9 meses 2090-9590
meses
2-3 1650-6070 9-12 meses 2930-11300
meses
3-4 1870-5820 1-2 anos 4350- 11200
meses
Margen de medicion: 1400-46000 mg/I
Ig A:
Edad IgA Edad IgA
1-2 dia 52-72 4-5 meses 114-820
2-30 51-532 5-6 meses 114-671
dias
1-2 65-476 6-9 meses 141-876
meses
2-3 82-467 9-12 169-1020
meses
3-4 80-718 1-2 afos 169-1180
meses
Margen de medicion: 60-8000 mg/L
IgM:
Edad Ig M Edad Ig M
1-2 dia 47-226 4-5 meses 302-1010
2-30 178-819 5-6 meses 322-962
dias
1-2 149-991 6-9 meses 312-1190
meses
2-3 216-838 9-12 meses 379-1410
MS853al y métodos
3= 245-953 1=2-afios AA46-1590
meses

Yprestspeafidicions 250 888 Mtfhcion cuantitativa de la Ig E especifica en

suerc-humano-se utilizd la técnica de fluoroenzymoinmunoensayo de la casa
Pharmacia Uni CAP Specific Ig E. 71

El fundamento de la técnica es: los alergenos de interés unidos
covalentemente al inmunoCAP, reaccionan con la Ig E especifica del suero del
paciente. Después de un primer lavado la Ig E no especifica es eliminada,
ahadimos un enzima marcado con anticuerpos anti Ig E formando un
complejo. Después de la incubacion el enzima anti Ig E no unido es eliminado
mediante otro lavado y el complejo final es posteriormente incubado con la
solucion de desarrollo.

Después de parar la reaccion se mide la fluorescencia del eluido. Medidas
altas en la respuesta corresponden a valores altos de Ig E especifica en el
suero de la muestra. La evaluacién de los resultados correspondientes a las
muestras de los pacientes se comparaban directamente con la respuesta de
los calibradores.

La sensibilidad: el limite de deteccion es < 0,35 KU/I

Poblaciones linfocitarias:

Valores normales:
LB 5-15%
LT 63-81%
LT4 35-53%
LT8 21-36%

La citometria de flujo es un método rapido, objetivo y cuantitativo
de andlisis de células, nucleos, cromosomas, mitocondrias y otras particulas
en suspension. El principio en que se basa es: hacer pasar células u otras
particulas en suspension, alineadas y de una en una por delante de un haz
Iumlnoso La mteracaon de las células o de las particulas con el rayo luminoso

. . A R P | I R B T T R S
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Material y métodos

La sangre obtenida por puncion venosa se colocaba en los tubos de
vacutainer para la separacion del suero. Las muestras eran congeladas a —20°
C. Antes de su utilizacion de dejaban descongelar a temperatura ambiente.

El fundamento de esta técnica se basa en: anti-IL-4 o anti IFN gamma
unida covalentemente a los micropocillos de la placa reaccionan con la IL-4 o
IFN-gamma especifica del suero del paciente. Después de un lavado, se afiadia
biotin conjugated formando un complejo. Después de la incubacién el
conjugado no unido a la biotina son eliminados mediante otro lavado vy el
complejo final ligado es incubado con la solucién de desarrollo.

Después de finalizar la reaccion se mide el producto coloreado formado
(absorbancia). La lectura de la absorbancia es directamente proporcional a la
concentracion de IL-4 o IFN gamma en el suero de la muestra.

Proteina cationica eosinofila

Para detectar la proteina cationica eosindfila, un marcador soluble de la
inflamacion alérgica, se utilizd la técnica de enzimoinmunoensayo UniCAP
Pharmacia, obteniendo los valores en ug/l. La sensibilidad del método: el
limite de deteccidén es < 2ug/l. El rango de medida es de 2-200 ug/l. Los
valores normales son <11,3 ug/I.

La sangre obtenida por puncion venosa se colocaba en los tubos de
vacutainer para la separacion del suero. Después de la recogida de la muestra
se invertia 5 veces el tubo suavemente. Dejar que se libere ECP por
coagulacién durante 60-120 minutos a temperatura ambiente entre 20-24°C.
Centrifugar a 1000-1300 x g durante 10 minutos. Decantar el suero dentro de
un nuevo tubo.

El fundamento de esta técnica se basa en: anti-ECP unida
covalentemente a los inmunoCAP reacciona con la ECP especifica del suero del
paciente. Después de un lavado, se afadia enzima marcada con anticuerpos
anti —ECP formando un complejo. Después de la incubacion el complejo
enzima-anti-ECP no unidos, son eliminados mediante otro lavado y el complejo
final ligado es incubado con la solucién de desarrollo.

Material y métodos

Después de finalizar la reaccion se mide la fluorescencia del eluido. La
fluorescencia es directamente proporcional a la concentracion de ECP en el suero
de la muestra.

Moléculas de adhesion: 73

SVCAM-1
La sVCAM-1 se realiza por técnica de ELISA (Bender Med Systems) permite la
deteccion cuantitativa de las moléculas de adhesion a nivel vascular.

La técnica de ELISA para la sVCAM-1 es una técnica de enzimo
inmunoanalisis para la deteccion cuantitativa de las moléculas de adhesion en el
sobrenadante de suero humano.

Los principios de este test son: el anticuerpo monoclonal anti-sVCAM-1 esta
absorbido en los micro pocillos. Se anade la muestra y el VCAM —1 presente en la
muestra o0 los standars son absorbidos por los anticuerpos presente en los
micropocillos (una mezcla de anticuerpos monoclonales anti sVCAM conjugados
con biotina y mezclados con streptavidina). La biotina conjugada con los anti
SsVCAM es capturada por los primeros anticuerpos. La Streptavidina- HRP se une a
la biotina conjugada. Posteriormente se incuban y se lavan con una solucién que
se anade en los pocillos y que reacciona con la HRP. Se forma un producto
coloreado en proporcidon a la cantidad de sVCAM-1 presente en la muestra. La
reaccion se termina cuando se afade un acido y se mide la absorbancia a 450nm.

Se prepara una curva estandar con 6 sVCAM-1 standars y se determina la
concentracion de sVCAM-1. Todas las determinaciones fueron realizadas por
duplicado.

Protocolo: Diluir el suero 1:50 con Assay Buffer seguin la siguiente dilucion:
10ul muestra+ 490 uL assay buffer.
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Pruebas "in vivo™
Prick test

Se realizaron pruebas cutaneas en los nifos que presenten unos valores altos
de Ig E total. El Prick test refleja la cantidad de anticuerpos Ig E. Se hizo a
neumoalergenos mas frecuentes en Espaifia, (gamineas, cereales, parietaria,
artemisa, olivera, alternaria T, cladosporium, penicilium SPP, Aspergillus SPP, D.
Pteronyssinus, D Farinae, legidoglyplys D, A Siro, Tyrophagus P, Epitelio de perro,
epitelio de gato,) con controles negativo y positivo S. Fisioldgico, histamina),con el
Kit de laboratorios Aristegui, Al huevo (ovoalbumina y ovomucoide) y a proteinas
de leche de vaca (leche de vaca, a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, caseina ) con
el Kit de laboratorios Leti, porque en esta edad es frecuente la sensibilizacién a
estos alimentos.

3.3 TRANSFORMACIONES Y CALCULOS MATEMATICOS
3.3.1 CALENDARIO
1.- Recogida de material y seguimiento durante 2 afos.

2.- Redaccion definitiva 4 anos.
Total 6 anos

3.3.2 ESTADISTICOS Y TEST DE COMPARACION UTILIZADOS.

A-Media y desviacion tipica
La media y la desviacidn tipica de las variables estudiadas han sido estimadas

mediante los estadisticos:

s=\/LZn:( —X) 76

Material y métodos

B-Test de comparacion de medias (t-Student)

Se desea contrastar las siguientes hipotesis

, 75
H, :m, =m, (o desconocida y comun)

H, :m, # m, (c desconocida y comun)

con un nivel de significacion ¢, teniendo en cuenta que:

a) Hay X.,..,X, variables aleatorias (v.a.) independientes con distribucion
normal con media m, y desviacion tipica ¢ y Y,..,Y,, variables aleatorias
independientes con distribucién también normal de media m, y desviacion tipica

también o, y supongamos que ambos conjuntos de variables son también
independientes entre si.

b) Obtendremos que la variable aleatoria

t=1(X —-Y.)- ) nlnz(n1+n2_2)
( nz) (ml InZ/\/(nl +n2)(nls§( -}-nzsz()

sigue la distribucidn t de Student con (n, +n, —2) grados de libertad. Siendo X, la

media de las variables aleatorias X,,i=1,...,n,, de manera idéntica para Y,,. La S}
es la varianza de las variables aleatorias X,,i=1,...n,, y S es lo mismo pero, de la

variable aleatoria Y,,i=1,...,n,.
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Luego el criterio de decision es:
Si |t <t, se rechaza H,, siendo t, el punto a partir del cual tenemos en las tablas de
la t-Student para (n, +n, —2) un area o probabilidad a la derecha de ¢ (nivel de

significacion). En caso contrario se acepta H, .

C-Prueba de independencia (ji-cuadrado)
Sea Q una poblacién que admite dos descomposiciones distintas en sucesos
excluyentes

Q=A +..+A =B, +..+B;

Supongamos que se realizan n pruebas independientes, de modo que f; es la

frecuencia del suceso A B;. Las observaciones se disponen en una tabla de

frecuencias, llamada tabla de contingencia (rxs):

B, B, B,
1 fl 1 f12 fls f1.
2 f21 f22 f2s f24
A r frl fr2 e frs fr.
f, f, .. f, N

78

f, = Zfﬁ es la frecuencia de A, .

Material y métodos :

f,=> f, eslafrecuencia de B,.
Consideremos la siguiente hipdtesis nula, H, : A, es estadisticamente independiente

de B, es decir, -
P(A, ob,)=P(A,)Pb,)
La hipotesis alternativa es que hay dependencia estadistica para al menos un par de

sucesos a;,b;.

Si indicamos p, = P(a, > B,), e introducimos los pardmetros p, ,....p, ,p.-..p, , siendo
> p;, =>.p, =1 la hipétesis nula es

H, ‘P =P XD

Se demuestra que los estimadores maximos verosimiles de los parametros son

A fi A f_]
pi=—"YDp;=—
n n

es decir, las frecuencias relativas de A; y B,. La frecuencia esperada A; b, bajo

H,, es entonces

Al final obtendremos el estadistico



79

Material y métodos

Sea X el valor tabulado tal que
Pxs >12)=¢

donde X’ es una ji-cuadrado con m grados de libertad.

Si x> que obtenemos con nuestros datos es menor o igual que el valor calculado en

las tablas para X2, se acepta la H, sino, se rechaza esta hipdtesis.
€ 0

D- Regresion logistica

Para extraer el posible efecto de tener hermano con enfermedad alérgica, padre
fumador y tener gato, hemos realizado una regresién logistica binaria, donde la
variable dependiente es la probabilidad de padecer asma y las independientes: tener
hermano con enfermedad alérgica, padre fumador y tener gato.

El modelo utilizado fue:

p (Asma )= e +B1 X1+B2 x2+B3 x3
1+e a+p1 x1+p2 x2+B3 x3

Para la realizacion de estos analisis de utilizd el programa estadistico SPSS.
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IV. — RESULTADOS
1. NINOS CON BRONQUIOLITIS (Grupo A)
1.1 SEXO:
La muestra de nifios con bronquiolitis estaba formada por 65 nifos, de los
cuales 38 un (58,4%) eran nifios y 27 nifias (41,5%). La bronquiolitis tiene una

mayor incidencia en los ninos.

Tabla 3. Evolucion a asma infantil segun el sexo

Sexo Asma Infantil NO total
No No de pacientes
No Si
Nina 15 7 (31,8%) 22
Total 28 22 50
P= 0,105

En la tabla 3 de los 22 ninos que presentaron criterios de asma infantil en los
2 afios de evolucion, un 68,1% (n=15) eran nifios y 31,8% (n=7) nifas,
encontramos una mayor prevalencia de asma del lactante en varones, con una
relacion vardn /mujer de (2,14:1), mientras que los que no presentaron asma la
relacion era de 1:1,15 aunque no se hallaron diferencias significativas entre
ambos grupos (p= 0,105). La relacion varén/mujer ha sido mayor que en la
mayoria de estudios.

1.2 EDAD DE INGRESO.
La edad media del grupo era de 76,4 dias (8 dias a 210 dias). Edad
media de los nifios 77 dias y la de las nifias 81 dias. Como se muestra en la fig.

12 todos eran menores de un afio (de 0 a 2 meses un 60 %, de 3 a 5 meses
un 32 %, de 6 a 7 meses un 8%).
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N° d EDAD DE LA BRONQUIOLITIS
e
ninos

15
10

iﬂﬂﬂﬂﬂllé

1M 2M  3M 4M g\

<1MES 7M

Meses

Figura 12: Distribucion por edad en meses de los nifios del estudio.

1.3 ANTECEDENTES FAMILIARES DE ATOPIA

El 46% de los nifios de este grupo tenian antecedentes familiares de primer
grado de atopia (rinitis, asma o eczema). Esta elevada incidencia es debida a que
aceptaban entrar en este seguimiento aquellas familias que tenian algin familiar con
atopia por lo cual estaban mas sensibilizadas. En un 28% (14 nifios) la madre tenia
asma o rinitis o dermatitis atopica. El riesgo de asma es mayor cuanto mas carga
familiar hay, principalmente si estan los 2 padres afectados, lo que en nuestro grupo
es del 1,5 % (1 nifo).

Tabla 4. FAMILIAR DE PRIMER GRADO CON ASMA (padre, madre o
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Tabla 5. FAMILIAR PRIMER GRADO CON RINITIS (padre, madre o

hermano)

Familiar con ASMA INFANTIL NOTotal de

rinitis No No pacientes

No Si
No 24 19 (44,1%) 43
Si 4 3 (42,8%) 7
Total 28 22 50
p= 0,638

Tabla 6.FAMILILAR PRIMER GRADO CON ECZEMA (padre, madre o
hermano)

Familiar con eczema ASMA INFANTIL NO Total de
NO NO Pacientes
No Si
No 23 19 (45,2%) 42
Si 5 3 (37,5%) 8
Total 28 22 50
P=0,498

Tabla 7.PADRE CON PATOLOGIA ATOPICA (asma, rinitis o dermatitis)

Padre atopia ASMA  INFANTIL NOTotal de
No No pacientes
No Si
No 25 17 (40,4%) 42
Si 3 5 (62,5%) 8
Total 28 22 50
P= 0,223

Tabla 8. MADRE PATOLOGIA ATOPICA (asma, rinitis o dermatitis)

Madre atopica ASMA INFANTIL NO Total de
No No pacientes 24
No Si
Resultados No 20 16 (44,40/0) 36
SI 8 5 (4Z2,8%) 1
Tab m@marl:m litis o Rl matitis )
P=0,587
Hermano atopico ASMA INFANTIL NO Total de
No No pacientes 23
No Si
No 25 16 (39%) 41
Si 3 6 (66,6%) 9
Total 28 22 50
P=0,127

En la tabla 9 encontrado que tener un hermano mayor afecto de enfermedad atdpica
conlleva un mayor riesgo de presentar asma infantil (p=127), aunque no es
estadisticamente significativo. El hecho de que la madre y /o el padre tuviera
enfermedad atdpica (tablas 4, 5, 6, 7, 8) no aumento el riesgo de asma infantil en
nuestro estudio.

Para evaluar el posible efecto de tener hermano con enfermedad alérgica, padre
fumador o tener gato se ha realizado una regresion logistica binaria donde la variable
dependiente es la probabilidad de padecer asma y las independientes tener hermano
con enfermedad alérgica, padre fumador o tener gato.

AN

a= -0,052; (p= 0,913) B1= 1,079; (p= 0,186):p = 7,117 (p= 0,783); B3

Xi1= 1,0 ----segun tenga hermano alérgico o no.

X2= 1,0 """

segun tenga gato o no

X3 = 1,0----segun tenga padre fumdor o no

Las estimaciones de los coeficientes Xi, 1, B2, B3 fueron:

AN

p= 0,199)

AN

AN

=-0,793
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1.4 FACTORES AMBIENTALES DE RIESGO

Muchos estudios encuentran que ser hijo de una madre fumadora durante la
gestacion es un importante factor de riesgo de asma en la infancia. La exposicion de
forma reiterada a ambientes cargados con humo de tabaco se ha asociado con n
incremento de las sibilancias y de la hiperreactividad bronquial. En nuestro grupo el
58% de los ninos tienen padres fumadores de estos en un 27 % fuman los dos.

Tabla 10. PADRE FUMADOR

Padre fumador ASMA INFANTIL NO Total de
No No pacientes
No Si
No 9 11 (55%) 20
Si 19 11 (36,6%) 30
Total 28 22 50
P= 0,161
Tabla 11. MADRE FUMADORA
Madre ASMA INFANTIL NO Total de
fumadora No No pacientes
No Si
No 16 16 (50%) 32
Si 12 6 (33,3%) 18
Total 28 22 50
P= 0,200
Tabla 12. AMBOS FUMADORES
Fuman los 2 ASMA INFANTIL N° Total
padres NO NO De pacientes
No SI
NO 17 16 (48,4%) 33
SI 11 6 (35,2%) 17
Total 28 22 50

No: no fuman o solo fuma uno de ellos

Si: fuman los dos

Resultados

p= 0.279
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En nuestro grupo el 58% de los nifios estaban expuestos al humo del tabaco
tanto en el momento agudo de la bronquiolitis como después. No se analizo si la
madre habia fumado durante la gestacion. A diferencia de la mayoria de autores, e
nuestro estudio el tener un padre fumador, como se observa an la tabla 10, era un
factor de riesgo mayor de presentar asma infantil (p: 0,161), que si fumaba la madre
(p: 0,200), o los 2 padres (p= 0.279) tabla 11,12, aunque no eran estadisticamente

significativos.

D) ANIMALES EN CASA

Tabla 13. Tener gato como animal doméstico

TENER GATO ASMA  INFANTIL NO Total de
NO NO pacientes
No Si
No 28 20 (41,6%) 48
Si 0 2 (100%) 2
Total 28 22 50
P=10,1
Tabla 14. Tener perro como animal doméstico
TENER PERRO ASMA  INFANTIL NO Total de
NO NO pacientes
No Si
No 25 21 (45,6%) 46
Si 3 1 (25%) 4
Total 28 22 50
P= 0,402

Tabla 15. Tener pajaro como animal doméstico
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Tabla 16. Tener hamster como animal doméstico

TENER ASMA  INFANTIL NO Total de
HAMSTER No No pacientes
No Si
No 28 22 (44,8%) 50
Si 0 0 0
Total 28 22 50

Como ya es conocido el animal que produce mayor sensibilizacion vy
posteriormente asma infantil es el gato. En nuestro grupo los 2 Unicos nifios que
tenian gato presentaron asma infantil, tabla 13, aunque el Prick y CAP (Ig E
especifica) a epitelio de gato fueron negativos en ambos. No habia diferencias en la
evolucion si tenian perro, pajaros o hamster en casa, tablas 14, 15,16.

1.5 ANTECEDENTES PERSONALES:
Todos los nifios de este grupo tuvieron un parto hospitalario.

Tablal7.TIPO DE PARTO

Tipo de parto ASMA INFANTIL N@ Total de
No No pacientes
No Si
Eutdcico 15 11 (42,3%) 26
Distocico 13 10 (43,4%) 23
Total 28 22 50
p= 0,581

Tabla 18. COMPLICACIONES PERINATOLOGICAS

Complicaciones ASMA INFANTIL N° Total de
Perinatoldgicas No No pacientes
No Si
No 25 16 (39%) 41
Si 3 6 (66,6%) 9 83
Total 28 22 50
Resultados p=0,127

Tabla 19. INFECCIONES RESPIRATORIAS PREVIAS A LA BRONQUIOLITIS

Infeccion Resp previa ASMA  INFANTIL NOTotal de 87
NO NO pacientes
No Si
No 22 15 (40,5%) 37
Si 6 7 (53,8%) 13
Total 28 22 50
p= 0,305

No hubo diferencias en el tipo de parto, las complicaciones perinatoldgicas o en el
haber padecido infecciones respiratorias previas a la bronquiolitis, Tablas 17,18, 19.
Ninguno de ellos tenia antecedentes de sensibilizacion o alergia a acaros, plantas,
animales, alimentos, farmacos u otros.

Tabla 20. INTERVENCION QUIRURGICA PREVIA

Intervencion quirdrgica ASMA  INFANTIL N° Total de
No No pacientes
No Si
No 26 21 (44,6%) 47
Si 2 1 (33,3%) 3
Total 28 22 50
P=0, 591

Tabla 21. TIPO DE VIVIENDA

Vivienda ASMA INFANTIL NOTotal de
NO NO pacientes
No Si
Urbana 27 21 (44 .49%,) 48
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1.6 INGRESO POR BRONQUIOLITIS:
A-INFECCION VIRAL

Todo este grupo presentaba infeccidén por el virus respiratorio sincitial, todos
los demas virus estudiados fueron negativos (adenovirus, influenza A y B,
parainfluenza).

B-GRAVEDAD DE LA BRONQUIOLITS

El 80% de los nifios de este grupo tuvieron una bronquiolitis moderada segun
la escala de Wood Dones modificada. Esto es debido a que, los que tenian una
bronquiolitis leve no ingresaban en el hospital y no se les planteaba este
seguimiento. Un 8% tuvieron una bronquiolitis grave.

Tabla 22. Evolucion segun gravedad de la bronquiolitis

E. Wood Dones ASMA INFANTIL NOTotal
No No de

pacientes

No Si
Leve 7 3 (30%) 10
Moderada 19 16 (45,7%) 35
Grave 2 3 (60%) 5
Total 28 22 50
P= 0, 507

En nuestro estudio la gravedad clinica obtenida mediante la puntuacion de Wood —
Downes modificada, no es un parametro que nos permita predecir cuales van a
presenta asma infantil y cuales no, como se observa el la tabla 22.

Tabla 23. RX de torax durante la bronquiolitis

RX de térax ASMA INFANTIL NO Total de
NO NO pacientes
No Si
Normal 19 12 (38,7%) 31
Patoldgica 9 10 (52,6%) * 19
Total 28 22 50
P= 0,252

No hubo diferencias en la evolucién a asma infantil en los que presentaron R¥
Ratolﬁg;]ca como los que no, tabla 23.
esultados

C-TRATAMIENTO DE LA BRONQUIOLITIS

Todos los nifios de este grupo recibieron tratamiento con oxigeno, pero los
que tenian un escala de Wood Downes =3 (n=43), ademas recibieron
broncodilatadores asociados o no a corticoides. %9

Tabla 24. TRATAMIENTO CON SALBUTAMOL INHALADO

Salbutamol ASMA INFANTIL NO Total de
Inhalado No No pacientes
No Si
No 6 1 (14,2%) 7
Si 22 21 (48,8%) 1 43
Total 28 22 50

P= 0,095

Tabla 25. TRATAMIENTO CON CORTICOIDES ORALES

CORTICOIDES ASMA INFANTIL NO Total de
Orales No No pacientes
No Si
No 21 11 (34,3%) 32
Si 7 11 (61,1%) T 18
Total 28 22 50
P= 0,063

Los nifios que a los 2 anos evolucionaron a asma recibieron durante el ingreso por
bronquiolitis, mas tratamiento con salbutamol inhaldo y corticoides orales, aunque no
de fue estadisticamente significativo, como se objetiva en las tablas 24,25.

Tabla 26. TRATAMIENTO CON CORTICOIDES EV
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Tabla 27. TRATAMIENTO CON ANTIBIOTICOS EV

ANTIBIOTICOS ASMA INFANTIL NOTotal de
Endovenosos No No pacientes
No Si
No 18 18 (50%) 7 36
Si 10 4 (28,5%) 14
Total 28 22 50
P=10,146

Tabla 28. EVOLUCION DEL INGRESO SOBREINFECCION BACTERIANA

SOBRE INFECCION ASMA INFANTIL NOTotal de
BACTERIANA No No pacientes
No Si
No 18 18 (50%) 7 36
Si 10 4(28,5%) 14
Total 28 22 50
P= 0,146

En las tablas 27, 28 se muestra la administracion de antibidticos y la presentacion de
sobreinfeccion bacteriana en ambos grupos.

Tabla 29. INFLUENCIA DEL INICIO DE LA ESCOLARIZACION AL ANO DE
EDAD, EN LA EVOLUCION A ASMA INFANTIL

Escolarizacion ASMA  INFANTIL NOTotal de
No No pacientes
No Si
< 1 ano 1 2 (66,6%) 3
> 1 afo 27 20(42,5%) 47
total 28 22 50
P=0.409

No hay diferencias en la evolucion si se inicia la escolarizacién al afio de edad, tablgg
29.

Resultados

1.8 EVOLUCION CLINICA

~ . . o o 91
A los 2 anos completaron el estudio 50 ninos. Siguiendo los criterios de asma

0
episodios de tos y sibilancias que no entraban dentro de los criterios de asma infantil
y los otros 22 nifios (44%) tuvieron asma infantil, segin los criterios clinicos
definidos en la pagina 61(Fig. 13).

2% nifios  |-—* 0 crisis:15
1 crisis= 12

56% < 3 erisls .
de bronguitis |2 Crisis= |
50 niios: | — disnefzante

LAy 22 nifos

2 alles
ce seguimiento
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RESULTADOS ANALITICOS DE LOS NINOS CON BRONQUIOLITIS (Grupo A)

(50 ninos)
1-Tabla 30 (Analisis efectuados durante el ingreso por bronquiolitis)
Asma infantil N Media Error tip. De la Sig p
media
Eosinofilos No 28 2,2143 ,2815 ,829
% Si 21 2,0857 ,3266
Eosindfilos No 31 ,2742 3,040E-02 ,168
Totales Si 19 ,2053 3,860E-02
IgG No 25 4523,8000 366,2239 ,268
mg/L Si 22 4678,31827 343,7645
IgA No 24 241,2500 29,4334 102
Mg/I Si 22 301,1364 T 55,9349
IgM no 25 580,9600 41,6838 014
mg/L Si 22 659,636417 72,3368
Ig E total no 25 15,2000 3,7005 ,739
KUI/L Si 22 15,9545 4,2607
Linfocitos B no 23 27,2174 2,0167 ,775
% Si 17 32,76477 2,3097
Linfocitos T no 23 63,4348 1,9067 ,710
% Si 17 57,7647\ 1,7834
T4 no 23 48,0435 1,5186 ,864
% Si 16 41,8125{ 1,7706
T8 no 23 23,9130 1,1139 ,806
% Si 17 22,47064 1,2251
T4/T8 no 23 2,0826 9,976E-02 ,691
Si 17 1,9794 ,1208
Linfocitos T no 21 3326,4286 277,5096 ,143
absolutos Si 17 2441,1765) 216,5902
Interleucina 4 no 21 ,3989 8,889E-03 128
pg/ml Si 17 ,3900 =
Interferon No 21 2,1137 ,1145 ,242
gamma Si 17 1,9740 | ,2251
pg/ml

En la fase aguda de la bronquiolitis la respuesta inmunoldgica frente a la infeccién viral fue

anomala, en el sentido de que presentaron una respuesta inmune humoral (con elevacion éé

las inmunoglobulinas G, M, A) y un descenso de la inmunidad celular T, T4, T8. La Ig E total
R TS QS 4 . y e

valores medios de IL-4 e IFN-gamma se detectaron en niveles normales esperados para la
edad, TablFabla 31 Grupo A (2° analisis efectuado a los 6 meses de edad) (50 nifios)

Asma N Media Error Tip de la Sig p
infantil media 02
Eosinofilia | No 25 3,8520 ,6273 ,217
% Si 21 4,1524 ,6163
Eosindfilos | No 29 ,4069 6,947E-02 ,823
Totales Si 16 ,4312 7,344E-02
IgG No 26 4236,2308 288,0913 ,916
Mg/L Si 21 5691,8571 1 365,2878
IgA No 26 221,1538 23,6376 081
Mg/L Si 21 298,7619 1 34,4563
IgM No 25 726,0400 52,9427 ,361
Mg/L Si 21 721,1905 = 52,6875
Ig E total No 26 30,1923 12,3606 ,713
KUI/L Si 21 28,6667 = 8,2843
Prot cat| No 20 8,3200 3,3499 ,908
eosindfila | Si 18 11,2228 1T 1,9910
ug/L
Linf B No 22 25,6364 1,6999 ,799
% Si 17 27,7059 1 1,7599
Linf T No 22 66,182 1,5436 ,792
% Si 17 62,7059 | 1,6533
T4 No 22 48,3182 1,4850 ,406
% Si 17 44,8824 | 2,1470
T8 No 22 23,0909 1,5174 ,930
% Si 17 24,6471 = 1,4851
T4/T8 No 22 2,2500 ,1317 ,859
Si 17 1,9535 ,1554
Linfocitos | No 21 31112,6190 155,6776 .959
T Si 17 2679,1176 | 205,6724
absolutos
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3. Tabla 32: grupo A (50 nifios) 32 analitica realizada al afio de edad

Asma infantil |N Media Error tip de|Sig p
la media
Eosinofilia No 25 3,0800 ,3552 ,181
% Si 19 |3,8368 ,6756
Eosindfilos No 29 ,3172 3,142E-02 ,314
Totales Si 17 |,3941 8,334E-02
IgG No 25 5826,0400 311,2584 ,867
Mg/L Si 18 |7102,05567 365,8615
IgA No 25 380,5600 39,5359 ,267
mg/L Si 18 |430,3889 1 57,9983
Igm No 25 881,4800 76,1914 413
Mg/L Si 18 |936,6667 T 96,5373
Ig E total No 25 62,9200 31,1869 101
KUI/L Si 19 [39,1053 | [8,8025
Prot cat|No 25 9,8840 1,7482 122
eosinofila ug/L | Si 20 12,6600 T |2,84419
Linf B No 22 25,9545 1,4938 ,781
% Si 17 27,8235 1T 1,7930
Linf T No 22 |64,2727 1,7571 ,865
% Si 17 64,0000 = 2,0952
T4 No 22 |44,7727 1,7715 ,922
% Si 17 43,9412 = 1,8401
T8 No 22 23,1818 1,6457 A12
% Si 17 24,1765 = |1,1480
T4/t8 No 22 2,1514 ,1506 A12
Si 17 1,8594 ,1169
Linf T|No 22 2643,2727 217,4854 ,871
absolutos Si 17 2537,6471= 237,1083
Interleucina No 22 0,3900 ,140
4 pg/ml Si 17 |0,4251 1 |3,548E-02
Interferdn No 22 |2,1636 ,4789 ,468
Gamma Si 17 1,7882 J 1,4431
Pg/ml

96
Al ano de edad, tabla 32, todavia se mantiene la elevacion de la inmunidad humoral
y la proteina cationica eosindfila. La inmunidad celular se ha normalizado. En los

RBIMEAQ0E presentaron asma, los valores de IL-4 se han elevado, mientras que los
de IFN-gamma son mas bajos.

4. Tabla 33: Grupo A (50 nifios) andlisis realizados a les 18 meses de edad

Asma infantil N Media Error tip de|Sig p
la media 0%
EOSINOFILIA |No 26 3,0692 4244 ,383
% Si 20 3,7000 ,5490
Eosindfilos No 17 ,3235 6,994E-02 ,261
Totales Si 12 ,4833 ,1336
IgG No 26 6603,0000 338,7186 ,303
Mg/L SI 21 6924,1429 T |280,5610
IgA No 26 428,3077 45,7371 ,866
Mg/L SI 21 448,2857 T |54,6970
IgM No 26 948,3846 88,3826 ,851
Mg/L SI 21 908,6667 = 87,2608
Ig E total No 26 46,1538 11,8563 ,631
KUI/L SI 21 58,9524 T 12,2534
Proteina cat.|No 26 12,3654 2,5861 ,935
Eosinofila ug/L | SI 21 10,5900 J 12,6912
Linfocitos B No 25 26,0800 1,4559 ,890
% SI 19 27,0000 T 11,5672
Linfocitos T No 25 64,1600 1,6530 ,703
% Si 19 64,7368 = |1,7866
T4 No 25 43,6400 1,6979 ,327
% Si 19 43,8421 = 12,0988
T8 No 25 23,8400 1,3212 ,605
% Si 19 25,2105 ) 1,6070
T4/T8 No 25 1,9480 ,10778 ,410
Si 19 1,8479 ,1397
Linfocitos  T|No 25 2611,0800 186,2492 ,269
absolutos Si 19 2368,2105 162,6478
Interleucina No 25 0,3900 ,206
4 na/ml Gj 19 04126 2 |3 945F-0)
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5. Moleculas de adhesion (a los 18 meses de edad). En el grupo A (50 nifios) y
grupo B (20 nifios)
a) Tabla 34. ANOVA sobre el factor asma infantil en la sL-selectina

0=nifos sanos
1= nifos con menos de 3 bronquitis disneizante
2=nifos con asma infantil

Suma de gl | Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Inter..-grupo | 9899546,0 2 4949773,0 21,611 000
Intra-grupo 11452006 50 229040,115
Total 21351552 52

b) Tabla 35.Anova sobre el factor asma infantil en el s VCAM-1

Suma de gl | Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Inter.-grupo 562358,604 2 281179,302 1,213 ,306
Intra-grupo 11586342 50 231726,838
Total 12148701 52
c) Tabla 36.Comparaciones multiples (Scheffé)
NUmero Media Error tip Sig p
S| —selectina
(ng/ml)
Sano 17 1364,7059 47,6979 000
No asma 21 2377,0952 114,1031
asma 15 2082,8000 159,8360
infantil 53 1969,0755 88,0187
total
S VCAM-1
(ng/ml) ,306
Sano 17 1726,6667 202,8292
No asma 21 1512,1364 |65,0750
Asma 15 1482,5000 |64,2440
infantil 53 483,3517
Total

98

No hay diferencias estadisticamente significativas entre los valores medios de la SL
selectina entre los nifios del grupo A, tanto los que no presentaron asma como los
Baesultddasresentaron (p=NS). En cambio al comparar los valores del grupo A con los

del Grupo B (tablas 34,36) encontramos una diferencia estadisticamente significativa
entre el grupo de nifios sanos B con los que no presentaron asma y también con los
que si con una p= 0.000.

valores medios sL-Selectina

(ng/ml)
Hl sanos
W < 3 crisis
B asma infantil
2082,8
2377,0952 ’
300071364,7059
2000+
-
1000+ I -
0 — .
17 21 15  n° nifios
SANOS <3CRISIS  ASMA INFANTIL

Ll
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Se objetivd en los analisis efectuados en el momento de la bronquiolitis aguda, en los
nifios que después presentaron asma infantil, un patrén analitico con elevacion de
los valores de los linfocitos B, es decir de la inmunidad humoral. Esto se correlaciono
con una elevacion en suero de las inmunoglobulinas G, A y sobretodo de Ig M
(p=0.014) esta Ultima estadisticamente significativa, en cambio todavia no habia
diferencia en los valores de la Ig E (Fig. 15, 16, 17, 18, 26, 27, 28).

Grupo A
Ig G
(mg/L)
8000 6924
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Figura 15: Evolucién de la Inmunoglobulina G en el grupo A
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Figura 16: Evolucion de la Inmunodlobulina A en el grupo A
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Figura 17: Evolucién de la Inmunoglobulina M en el grupo A
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Linfocitos B
(%)

3 STh— ¢ 20,7 27,82 2t
, g i ’ 25,63 5,95 26,08
8 i
.0'\\.\\% & '\'15Q '\Q’@
O
&
&O

—e— No Asma
—=— Asma

Figura 19: Evolucion de los Linfocitos B en el grupo A

Prot cationica eosinofila
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Figura 20: Evolucion de la Proteina cationica eosinofila en el grupo A

En el grupo A hay un aumento de la proteina cationica eosindfila en los nifios que
presentaron asma, a los 6 y 12 meses de edad, por estimulacién de las interleucinas
TH2, la IL-5 atrae eosindfilos y estos al degranularse liberan la PCE..

Resultados

102

Se encontrd, en nuestro estudio, un descenso en la produccion de linfocitos T tanto
los T4 como T8, es decir un descenso de la inmunidad celular,en el momento de la
bronquiolitis aguda, en los que presentaron posteriormente asma infantil. Los Ty T4

permanecieron bajos hasta los 12 meses de edad (Fig. 21, 22, 23, 29, 30, 31).
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’ 64,27
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Figura 21: Evolucion de los Linfocitos T en el grupo A
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Figura 23: Evolucion de los linfocitos T8 en el grupo A
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Figura 24: Evolucion de la Interleucina 4 en el grupo A

En nuestro grupo a los 6,12 y 18 meses de vida presentan unos valores en suggQ
mas altos de interleucina 4 los nifios que hicieron asma aunque no estadisticamente

Rigsifiicatde. (Fig. 24).
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Figura 25: evolucién del Interferén gamma en el grupo A

103

En el grupo A, hay un descenso de la produccidn de interferon gamma en los nifos
que presentaron asma a los 6,12 y 18 mes de vida, en comparacion con los que no,

que indica activacién de la via de los TH2 (Fig 25).
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Grupo A
Primera analitica durante la bronquiolitis

Asma infantil vs IgA

IgA

(mg/L)
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No Asm a Asm a
P: 0,102

Figura 26: Asma infantil vs Ig A durante la bronquiolitis
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RisiiRadibsAsma infantil vs Ig M durante la bronquiolitis
Asma infantil vs LB
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Figura 28: Asma infantil vs Linfocitos B durante la bronquiolitis
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Asma infantil vs LT4

T4%
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35

No Asma Asma

P: 0,864

Figura 30: Asma infantil vs linfocitos T4 durante la bronquiolitis

Asma infantil vs Linfocitos T8
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Figura 32: Asma infantil vs Interleucina 4 durante la bronquiolitis
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Segunda analitica a los 6 meses de edad

Asma infantil vs IgA

IgA

(mg/L)
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Figura 34: Asma infantil vs Ig A a los 6 meses de edad

Asma infantil vs LB
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P: 0,799
Resultados
igura 35: infantil vs Linfocitos B a los 6 meses de eda .
Ercfullas %}’ig ?&n%, g% se o%serva queBIa inmunldadE ceﬂular, I?nfoatos Ty T4, alos 6
meses de edad, persiste baja en aquellos nifos que posteriormente presentaron
asma. Los linfocitos T8 se han igualado en los dos grupos.
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Figura 36: Asma infantil vs Linfocitos T a los 6 meses de edad.
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Asma infantil vs LT8

T8
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Figura 38: Asma infantil vs Linfocitos T8 a los 6 meses de edad

Asma infantil vs IL4
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Resultados
Figura 39: Asma infantil vs Interleucina 4 a los 6 meses de edad. Encontramos unos
valores en suero mas altos de interleucina 4 (p= 0,120) los nifios que hicieron asma

44 | | 0,39 ).
S-{)s’mapi%/ alzt?lussOISF “Sé‘.%&a pg/mi)

111

Interferon Gamma
pg/ml
3 T
2 I
1 2,1558 1,6895
0
No Asma Asma
P: 0,500

Figura 40: Asma infantil vs Interferén gamma a los 6 meses de edad

En esta figura se objetiva un descenso de la produccidon de interferon gamma en los
nifios que presentaron asma con valor medio de 1,68 pg/ml, en comparacién con los
que no 2,15 pg/ml (p= 0,50), lo que indica activacién de la via de los TH2.
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Grupo A. Tercera analitica a los 12 meses de edad

Asma infantil vs Prot cat eosinofila

Prot cat eosind6fila

(ug/L)
20
15 - T
10 - T
5 | 9.88 12,66
0
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P: 0,122

Figura 41: Asma infantil vs proteina cationica eosinofila a los 12 meses de edad.
También se mantiene la elevacion que habia iniciado a los 6 meses de edad, de la

proteina cationica eosinofila (12,66 ug/L) (Fig 41) en los que presentaron asma en
comparacion con los que no (9,88 ug/L) (p= 0,122).
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_é,”ﬁ : Asma infantil Vs Linfocitos B a los 12 meses de edad.
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B (27%) (Fig 42? en los nifios que presentaron asma.
Asma infantil VS LT
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Figura 43: Asma infantil vs Linfocitos T a los 12 meses de edad.
Los linfocitos T, T4, T8 y LT absolutos al ano de vida, tienen valores medios similares
en los que posteriormente presentaron asma y en los que no.
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Asma infantil vs T8

T8

(%)

25,5
25
24,5
24
23,5
23
22,5
22

No Asma Asm a

P: 0,112
Figura 45: Asma infantil vs Linfocitos T8 a los 12 meses de edad.

Asma infantil vs IL-4

Interleucina-4 (pg/ml)

0,43
0,42
0,41

0,4
0,39
0,38
0,37
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p: 0,140
Fig 46-Asma infantil vs Interleucina 4 a los 12 meses de edad
En nuestro grupo los nifios que no presentaban asma siguen manteniendo los
valores de IL-4 por debajo de la sensibilidad del método (0,39 pg/ml), mientras q’u‘é
los qg gﬁﬁa%% presentaron asma tienen unos valores medios de IL4 elevados de
0’42 na a0 140N

JARLL \'J U’J.‘[Ul-

Asma infantil vs IFN gamma

Interferéon-gamma (pg/ml)

No asma Asma

p: 0,468

Fig 47-Asma infantil vs Interferén gamma a los 12 meses de edad

Los valores medios de interferon gamma a esta edad fueron de 2,163 pg/ml en los
que no presentaron asma y de 1,788 pg/ml en los que si.
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Grupo A

4- Analitica a los 18 meses de edad

Asma infantil vs LB

Figura 48: Asma infantil vs Linfocitos B a los 18 meses de edad.

Los valores medios de Linfocitos B se mantienen mas elevados en los nifos que

presentaron asma fig 48.
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Resultados

P: 0,703
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Figura 49: Asma infantil vs Linfocitos T a los 18 meses de edad

Asma infantil vs LT4

Figura 50: Asma infantil vs Linfocitos T4a los 18 meses de edad.
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La inmunidad celular, los linfocitos T, T4 y absolutos se mantienen igual en los dos
grupos. Los T8 inician una elevacion en el grupo que evoluciona a asma (Fig.49, 50,

51).

Asma infantil vs LTS8

27

T8 %

26
25
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Asma infantil vs Interleucina-4

Interleucina 4 (pg/ml)
0,42
0,41 -
0,4 |
0,39 1 0,4126
0.38 - 0,39
0,37
No asma Asma
p: 0,206

Fig 52- Asma infantil vs Interleucina 4 a los 18 meses de edad

Los valores de IL-4 a los 18 meses, en los ninos con asma son algo menores que al
afo de edad, media de 0,4126 pg/ml, en los que no presentaron asma son de 0,39

pg/ml (p=0,206).

Asma infantil vs interferon-gamma

Interferon-gamma (pg/ml)

2,5

2 a
1,5

1 2,144 1,6421
0,5 -

0

No asma Asma
p: 0,382 120

Fig 53: Asma infantil vs Interferén gamma a los 18 meses de edad.
Reswadeles de IFN-gamma son de 2,144 pg/ml en los que no presentaron asma y de
1,64 pg/ml en Tos que Si.

3. PRUEBAS CUTANEAS de los nifios con Bronquiolitis (Grupo A) PricK test:

A 29 nifios, 22 nifios con clinica de bronquitis de repeticion y 7 nifios $99
valores elevados de Ig E total sin asma, se les realizd un PricK test a huevo, leche y
a los neumoalergenos mas frecuentes entre los 6 y 9 meses de vida. 28 nifios fueron
negativos y un nifio presentd un PricK positivo al huevo (ovoalbumina).

4. Uni CAP: Ig E especifica (Grupo A): en el mismo nifio que presentaba un prick
positivo para el huevo se confirmd unos valores de Ig E especifica altos a los 6
meses (Ig E clara huevo 10,3 KUI/L, Ig E a yema de huevo 6,2 KUI/L, valores
normales < 0,35). En los otros 28 nifios la Ig E especifica a los neumoalergenos mas
frecuentes fueron negativas. La prueba se realizd en el suero de la extraccion
realizada a los 6 012 meses de vida como se muestra en la tabla 37.

Edad N© nifios Clinica

6m 6 Asma
Ig E total elevada
Asma + Ig E elevada

12m 23 Asma
Ig E total elevada
Asma + Ig E total elevada

== N W
o Ul 5

Tabla 37: Determinacién de Ig E especifica en los nifios del estudio
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RESULTADOS ANALITICOS DEL GRUPO B (NINOS SANOS)

VALORES DE IL-4 Y IFN GAMMA NINOS DE 1-8 SEMANAS

N Media
Interleucina 4 18 0,39 pg/ml
pg/ml
Interferén gamma 15 1,6266 pg/ml
pg/ml

VALORES DE IL4 Y IFN GAMMA EN NINOS DE 5-7 MESES

N Media
Interleucina 4 pg/ml 17 0,39 pg/mi
Interferén gamma 17 1,9352 pg/ml
pg/ml

VALORES DE IL4 Y IFN GAMMA EN NINOS DE 10-14 MESES

N Media
Interleucina 4 pg/ml 16 0,39 pg/ml
Interferén gamma 19 1,9526 pg/ml
pg/ml

VALORES DE IL4 Y IFN GAMMA EN NINOS DE 16-20 MESES

N Media
Interleucina 4 pg/ml |19 0,39 pg/mi
Interferon gamma |17 1,8588 pg/ml
pg/ml
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5.1 — DISCUSION DEL METODO
5.1.1 Seleccion de la muestra.

En la muestra de nifios del GRUPO A, se incluyd a todos aquellos que
ingresaron en el Hospital por una bronquiolitis aguda VRS+, independientemente de
la gravedad del cuadro que presentaban, y cuyos padres aceptaban entrar en el
estudio.

El grupo de nifios problema estaba formado inicialmente por 65 nifios (edad
media 3 meses, 8 dias a 7 meses) que ingresaron en el Hospital Sant Joan de Déu
por su primer episodio de bronquiolitis VRS positivo, desde diciembre de 1997 hasta
febrero de 1998.

Durante su ingreso se informaba a la familia de la existencia de este estudio y
se les proponia la participacién en el mismo. De estos, 50 nifios completaron el
seguimiento durante 2 afios. El seguimiento se realizaba en el servicio de
Inmunoalérgia, donde acudian a control clinico cada 3-4 meses y control analitico
cada 6 meses.

Finalmente, solo se incluyeron los que cumplian los criterios de inclusion y no
presentaban ninguno de los criterios de exclusion.

Dos motivos confirman que la muestra de nifos estudiados es una
representacion adecuada de la poblacién de lactantes menores de 8 meses que
padecen bronquiolitis por VRS:

El primero, el hecho de que el Servicio de urgencias del Hospital Sant Joan de
Déu es el centro que realiza mayor nimero de urgencias en el area metropolitana de
Barcelona (71658 y 72210 visitas médicas atendidas en 1997 y 1998
respectivamente). La mayoria de nifos por la gravedad de la dificultad respiratoria o
por la corta edad, consultaban al servicio de urgencias. Es posible que algun nifio
con bronquiolitis muy leve y de edad mayor de 3 meses no ingresara en el Hospital

El segundo, el hecho de que en nuestra area sanitaria, Barcelona y su area
metropolitana, se produjeron unos 12.600 y 23.000 nacimientos respectivamente en
el aho 1997. De los cuales un 24,6 % nacieron en los meses de epidemia de
infeccion por el virus respiratorio sincitial.

Discusion

En cuanto a la seleccion de la muestra de nifios sanos, (grupo B) nuestra
intencién fue escoger una muestra suficientemente amplia y homogénea, similar en
edad, sexo y nimero a la muestra de nifos de estudio para poder hacer
comparaciones fiables entre ambos grupos. 123

El segundo grupo, (grupo B), estaba formado por 80 nifios, los cuales se
subdividian en 4 subgrupos (B1, B2, B3, B4) de 20 nifios cada uno, segun las
edades: 20 nifos de 1 a 8 semanas, otros 20 que tenian entre 5 a 7 meses, otros 20
de 10 a 14 meses y el Ultimo de 20, de 16 a 20 meses de edad.

Ninguno de ellos tenian antecedentes familiares o personales de atdpia, ni
clinica de bronquiolitis o enfermedades sistémicas o crénicas. Estos nifios tenian
programada una extraccién analitica por otro motivo (la mayoria eran analisis
preoperatorios), solicitando permiso verbal a la familia, se determinaba en sangre la
interleucina 4, el interferén-y y las moléculas de adhesion (sL-selectina y VCAM-1).

En los 4 subgrupos (B1, B2, B3, B4) se determind en sangre la interleucina 4 y
el interferon gamma, en el Ultimo, el subgrupo de los nifios de 16-20 meses (B4), se
midieron ademas las moléculas de adhesidon (s VCAM-1, sL-selectina) dado que
entonces disponiamos del Kit.

No habia en el momento del inicio del trabajo, ningun estudio en nifios sanos
que estableciera unos valores de normalidad de Il-4, IFN-y, sL-selectina y VCAM-1 en
este grupo de edad. Este segundo grupo permitié calcular los valores de referencia
en suero de estos cuatro parametros. Por ello solo se les realiza una determinacion
puntual y no se hacia un seguimiento de estos nifos.

Los valores de referencia dela IL-4, establecidos en este grupo B fueron
inferiores al limite inferior de la metodologia empleada, en todos los nifios de este
grupo. En cambio en el grupo problema (A) los valores fueron variando, y el método
fue Util para la determinacién de IL-4 e IFN-gamma.

o~ 8
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MATERIAL
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5.2- DISCUSION DE LOS RESULTADOS. Descripcion de la muestra.

5.2.1 SEXO: La bronquiolitis afecta a ninos menores de dos afios y parece haber
un ligero predominio en los varones (1,5:1). (4251523359

La muestra de nifios con bronquiolitis la componian al inicio 65 nifios de los cuales 38
(58,4%) eran nifios y 27 nifias (41,5 %).

e De los 22 nifios que presentaron criterios de asma infantil en los 2 afos de
evolucion, un 68,1% (n=15) eran nifios y 31,8% (n=7) nifias, encontramos una
mayor prevalencia de asma del lactante en varones, con una relacion vardn /mujer
de (2,14:1), mientras que los que no presentaron asma la relacion era de 1:1,15
aunque no se hallaron diferencias significativas entre ambos grupos (p= 0, 105). La
relacion varén/mujer ha sido mayor que en la mayoria de estudios.

En el estudio realizado por Alba et al en 259 nifios ©* fueron diagnosticados
de asma del lactante 31 (12%), encuentran una mayor prevalencia de asma del
lactante en varones, con una relacidon varén /mujer de 1,6/1, aunque no se hallaron
diferencias significativas entre ambos grupos (p =0,37). En otros estudios el ratio
varones /mujeres va entre 1,25/1 y 1,58/1. ¢ 35°6:57)

5.2.2 EDAD DE PRESENTACION DE LA BRONQUIOLITIS VRS

e La edad media de nuestro grupo era de 76,4 dias (2,2 meses) (de 8 a 210
dias). Edad media de los nifios 77 dias y la de las nifias 81 dias. Siendo todos
menores de un ano (de 0 a 2 meses un 60 %, de 3 a 5 meses un 32 %, de6 a7
meses un 4%).

En el estudio realizado por Paricio et al en 158 ninos afectos de bronquiolitis,
la edad media fue de 6,3 + 5,2 meses. ®¥ En comparacién con otros estudios, la

edad de presentacion de la bronquiolitis de nuestra muestra, era mucho menor.
(6,53,56)

5.2.3 ANTECEDENTES FAMILIARES DE ATOPIA

El riesgo de sensibilizacién alérgica y desarrollo posterior de sintomas de
atopia es debido a una susceptibilidad genética como lo indica una historia familiar
positiva. Estudios de genética molecular sugieren que el fondo genético del fenotipg
atdpico es complejo y varios genes estan involucrados en la produccion de Ig E y en
las manifestaciones alérgicas de la piel y los sintomas de la via aérea. %
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El asma es una enfermedad de predisposicion genética con una elevada
prevalencia comparado con otras enfermedades pulmonares. Esta complejidad
sugiere una herencia poligénica. Se ha identificado el locus de la atopia en los
cromosomas 5, 6 11 y 14. Ademas en un estudio multicéntrico se han identificado

varios marcadores en el cromosoma 12 que se asocian a altas concentraciones de Ig
E. (19,58,59)

e El 46% de los nifos de nuestro grupo de estudio tenian antecedentes
familiares de primer grado (padres y/o hermanos) de atopia (rinitis, asma o
dermatitis). Esta elevada incidencia es debida a que aceptaban entrar en este
seguimiento aquellas familias que tenian algin familiar con atopia. En un 28%
(n=14) la madre tenia asma o rinitis o dermatitis atopica. El riesgo de asma es
mayor cuanto mas carga familiar hay, principalmente si estan los 2 padres afectados,
en nuestro grupo solo habia 1 nifio con ambos padres afectos.

La historia de asma en familiares de primer grado es el factor de riesgo mejor
conocido para presentar episodios recurrentes de sibilancias o asma. (7 >3°569)

Los nifios nacidos de familias con uno o mas miembros de primer grado con
manifestaciones de atopia tienen un mayor riesgo de desarrollar sintomas de atopia
durante la primera infancia. ©

Segun Kjellman M et al, la incidencia de enfermedad atdpica en los nifios en
relacion a su historia familiar: Cuando lo dos padres eran atopicos, el 42,9% de sus
hijos eran atopicos, 19,8% de los nifos si solo lo era un padre, 16,6% de los nifios
que tenfan un hermano afecto. ¢

Segun el estudio realizado por Korppi et al, el principal factor de riesgo para
desarrollar sibilancias en los afios posteriores a la bronquiolitis por VRS, es la
constitucidn atopica del nifio y la historia familiar de asma. ¥ En cambio en otro

. I s~
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« En nuestro estudio, hemos encontrado que el tener un hermano mayor
afecto de enfermedad atdpica conlleva un mayor riesgo de presentar asma infantil (p
= 0,127), aunque no es estadisticamente significativo. El hecho de que la madre y /o
el padre tuviera enfermedad atdpica no aumento el riesgo de asma infantil en
nuestro estudio.

5.2.4: FACTORES AMBIENTALES DE RIESGO:
1-Exposicion al humo del tabaco

El papel del tabaquismo pasivo como factor de riesgo de presentar
enfermedades de las vias respiratorias bajas parece demostrado en numerosos
trabajos publicados al respecto, abundante bibliografia parece demostrar una
relacion entre la exposicion al humo del tabaco en edades tempranas de la vida y el
posterior desarrollo de hiperreactividad bronquial, asi como de alteraciones en las
pruebas de funcidon respiratoria, infeccion de vias respiratorias altas y bajas

(neumonias, otitis media) y un aumento del nimero de crisis de asma en nifios
asmaticos. (42/53:58,64,65,66,67)

La exposicion al humo del tabaco aumenta el riesgo de bronquiolitis y el riesgo
de enfermedad de vias aéreas bajas. El humo del tabaco produce una disminucion
del movimiento de los cilios, lo cual favorece las infecciones y por lo tanto la
infeccién por VRS y el aumento del paso de alergenos.

El riesgo es mayor en madres fumadoras que en padres esto puede ser debido
a que las madres pasan mas tiempo con sus hijos. Sin embargo estudios preliminares
han sugerido que hay alteraciones en el desarrollo de los pulmones de los fetos de
madres fumadoras durante el embarazo que produce una disminucién de la funcién
pulmonar(?zl) nacer y altera la reactividad de la via aérea durante los primeros 10 afios
de vida.

Adler et al, concluyen que la exposicion ambiental al tabaco, tanto por
tabaquismo materno como paterno, se asocia a alteraciones en las pruebas de
funcién pulmonar en la primera infancia que serian independiente de la infeccion por
VRS; éstas alteraciones se producirian principalmente por compromiso de @3
pequefias vias respiratorias. %)
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En un estudio en que se determinaban los niveles en suero de cotinine, el
metabolito principal de la nicotina, en nifios que ingresaban por un proceso de
bronquiolitis VRS+ y en otro grupo de nifios sin clinica respiratoria, se encontrd que
los niveles en suero de cotinine eran mucho mayores en los nifios con bronquiolitig
aguda (medias de 10,8 ng /ml) comparado con los nifios sin clinica respiratoria
(media de 3.9 ng /ml) y con los niveles que presentaban 1 mes después de la
bronquiolitis (media de 7,4 ng /ml). ©®

« En nuestro grupo el 58% de los nifios estaban expuestos al humo del tabaco
tanto en el momento agudo de la bronquiolitis como después. No se analizo si la
madre habia fumado durante la gestacion. A diferencia de la mayoria de autores, ©®
en nuestro estudio el tener un padre fumador era un factor de riesgo mayor de
presentar asma infantil (p: 0,161), que si fumaba la madre (p: 0,200) o los dos
padres, aunque no eran estadisticamente significativos. Tablas 10,11,12.

Para otros autores, tener padres fumadores no mostré una mayor asociacidn
con el riesgo de padecer asma infantil. (1% >>7:63)

2. ANIMALES EN CASA

e Como ya es conocido el animal que produce mayor sensibilizacion vy
posteriormente asma infantil es el gato. En nuestro grupo los 2 Unicos nifios que
tenian gato presentaron asma infantil (p: 0,1), aunque el Prick y CAP (Ig E
especifica) a epitelio de gato fueron negativos en ambos.Tabla 13

No habia diferencias en la evolucidon si tenian perro, pajaros o hamster en
casa.Tablas 14,15,16,16

5.2.5 ANTECEDENTES PERSONALES: No habia diferencias en el tipo de parto,
complicaciones perinatoldgicas, infecciones previas a la bronquiolitis, intervencion
quirdrgica previa, o tipo de vivienda.
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Puntuacion clinica de Wood-Downes modificada al ingreso

Wood-Downes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
N© de casos 1 1 8 4 14 12 5 3 1 1 n= 50

La gravedad de los pacientes ingresados fue predominantemente de tipo
moderado/leve como en otras series. ®* Los que ingresaban con una puntuacion de
leve presentaban ademas otro criterio de gravedad como ser menor de un mes o
haber realizado algun episodio de apnea.

« En nuestro estudio la gravedad clinica obtenida mediante la puntuaciéon de
Wood —Downes modificada, no es un parametro que nos permita predecir cuales van
a presenta asma infantil y cuales no (P = 0, 507). Tabla 22

En la revisidn realizada por Paricio et al en 150 nifos, deducen que determinar
la gravedad inicial es Util para predecir la estancia media y es un buen predictor de la
presencia de neumonia. ©¥

2-DETECCION DEL VIRUS VRS EN MOCO NASAL

En el 100% se obtuvo muestra para la deteccién del antigeno del VRS en
moco nasal, que fue positiva en todos. En ningun nifio se asocié una coinfeccion por
adenovirus,influenza A o B o parainfluenza 3.

3-RADIOGRAFIA DE TORAX

« A todos los nifios del estudio se les realizd una radiografia de térax al
ingreso, fue normal en 31 nifios y patoldgica en 19(11 (22% con neumonia
bacteriana), tabla 23. Los nifios con Rx patoldgica, fueron diagnosticados de
neumonia si presentaban consolidacion segmentaria en la radiografia de térax y
hemograma— proteina C reactiva compatibles. En la bibliografia se ha encontrado
presentar un riego de infeccién bacteriana secundaria, neumonia, por Streptococcus
pneumoniae y Haemophilus influenzae entre un 12— 40 % de los nifos afectos de
bronquiolitis por VRS. ¢
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4-TRATAMIENTO ADMINISTRADO

Tratamiento administrado 131

Tratamientos oxigenoterapia B2  corticoides corticoides antibidtico
inh  orales endovenosos (oral 0 ev)

nifos= 50 50 43 18 4 14

% de casos 100% 86% 36% 8% 28%

En nuestro grupo los niflos que evolucionaron a asma recibieron en el
momento de la bronquiolitis mas tratamiento con salbutamol (p= 0,095) y/o
corticoides orales ( p= 0,063) que los que no, tablas 24,25.

La fluidoterapia y oxigenoterapia suponen las medidas basicas del tratamiento
de las formas moderadas y severas en opinién de muchos autores. ©®

La administracion de broncodilatadores inhalados segun otros estudios % son
de utilidad en la bronquiolitis para mejorar los parametros de situacion clinica como
frecuencia respiratoria o cardiaca, grado de dificultad respiratoria y saturacion de
oxigeno. En estos afos pasados se ha llegado a la utilizacion masiva de los
broncodilatadores inhalados (del 75% al 100% segun equipos). Para Dobson et al los
broncodilatadores no mejoran los parametros clinicos, no reducen los ingresos ni la
estancia media. %

Los corticoides sistémicos no tienen ningun aval en la literatura publicada, en
nuestra serie se ha administrado en un 8%, similar a otros porcentajes de uso
encontrados en la literatura entre un 10% vy el 37%. %

El empleo de antibidticos se restringié a los casos en que existia evidencia de
infeccion bacteriana. No hubo difeferncias en la evolucidn si recibieron antibiotico o
no (p= 146) tabla 27.
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5.2.7 EVOLUCION CLINICA DESPUES DEL ALTA DEL GRUPO DE
ESTUDIO(A)

Numerosos estudios han descrito una asociacion entre la infeccién por VRS en
edades tempranas de la vida y el desarrollo posterior de hiperreactividad bronquial.
Las evidencias demuestran que esta asociacion es cada vez mas clara y que el VRS
parece ser uno de los factores ambientales que de forma aislada predispone al
desarrollo posterior de asma. ¢*”V

Los niflos que han tenido una infeccion respiratoria de la pequefia via aérea
por VRS tienen hasta 4,3 veces mas probabilidad de desarrollar sibilancias
recurrentes a los 6 afios de edad, en comparacion con nifios sin esta infeccion. Este
riesgo disminuye de manera progresiva y deja de ser estadisticamente significativo a
los 13 anos de edad.

Singurs et al, evaluaron de forma prospectiva a 47 lactantes hospitalizados por
bronquiolitis secundaria a VRS y demostraron que la infeccion por VRS se asocid de
forma significativa tanto a asma como a otras formas de obstruccion de la via aérea
y tambiérbg sensibilizacion con alérgenos. Esta asociacidn persistié hasta los 7 afos
de edad.

En otros estudios de Strannegard et al, desarrollaron asma el 22% de los 47
ninos afectos de bronquiolitis mientras que solo 1% de los 94 nifios control. El VRS
es un factor de riesgo independiente de asma y sensibilizacién, pero la combinacion
bronqu(iégl)itis VRS y herencia para asma o atopia incrementa el riesgo de desarrollar
asma.

En el estudio realizado por Pullan and Hey, encontraron que en los 10 afos de
seguimiento a 130 nifios con bronquiolitis VRS positivo, 55 (42%) tuvieron sibilancias
posteriores en comparacion con 21(19%) de los 111 nifios del grupo control. €

En 7 ahos de seguimiento Mok and Simpson, encontraron que sibilancias en
47% de los ninos ingresados por bronquiolitis VRS+, en comparaciéon de un 17% del
grupo control. %

Kuikka et al, encuentran que un 25% de los 68 ninos estudiados por
bronquiolitis antes de los 2 anos de edad, presentan sibilancias hasta los 4,5-6 angs
de edad, la caracteristica mas comuin de estos nifios con asma era su constitucion
atdpica. 7%
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Se ha observado que las sibilancias tienen tendencia claramente a disminuir al
aumentar la edad del nifio. ® En el estudio realizado por Korppi et al, las sibilangigs
repetitivas fueron mas frecuentes (un 76%) entre el ler y 2° afio de edad. Mientras
que en el 2 y 3er afio un 58 % de este 76 %, todavia tenia episodios de sibilancias.
) En otros estudios, la proporcion de nifios que tenian sibilancias fue del 57% entre
2-3 afos y un 38 % a los 3-4 afos. Estos resultados son similares a otros estudios
en que el 40-50 % de los nifios con bronquiolitis durante la infancia tenian sibilancias
posteriores.

Numerosos estudios de seguimiento aseguran que entre un 42-75% de los
nifos ingresados por bronquiolitis sufrirdn bronquitis posteriormente, y muchos de
ellos tienen un riesgo aumentado de desarrollar asma durante la adolescencia. (7

En el estudio realizado por Mejias y Ramillo " concluyen “cada vez parece
mas clara la relacion entre infeccion grave por VRS y el posterior desarrollo de
hiperreactividad bronquial en la infancia. Sin embargo, no esta claro si es la infeccién
por VRS por si sola la que ocasiona las secuelas a nivel de la funcién pulmonar, o si
es la asociacidn con alteraciones previas en la funcién pulmonar o con atopia”.

Segun los estudios de Martinez et al ’® la infeccién por VRS se muestra en
forma de bronquiolitis en aquellos lactantes que ya tienen, desde el nacimiento,
ciertas anomalias facilitadoras. Estas anomalias pueden ser transitorias o
permanentes y, por ello los cuadros de sibilancias se repiten ante la llegada de
variados estimulos, principalmente infecciosos.

En cambio seglin Chavez-Bueno et al > en un modelo animal han
demostrado que la infeccidén por VRS ocasiona cambios estructurales pulmonares que
son objetivables hasta pasadas 10 semanas de la infeccidon aguda.

» En nuestro estudio el 44% (n=22) de los nifios presentaron a los 2 afos

T ]
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5.2.8-RESULTADOS ANALITICOS DEL GRUPO A

| Durante la bronquiolitis ‘

En la patogénesis del asma la respuesta inmunitaria adaptativa esta regulada
por linfocitos T. En los individuos con fenotipo atdpico existe un desequilibrio entre
las dos vias de la inmunidad celular mediada por los linfocitos T helper
(cooperadores) (TH1/TH2) con una respuesta anormal de tipo TH 2. /1)

Inmunidad humoral
1-Linfocitos B e Inmunoglobulinas G, M, A, E

« En nuestro grupo de estudio, se objetivd en los analisis efectuados en el
momento de la bronquiolitis aguda, en los niflos que después presentaron asma
infantil, un patron analitico con elevacion de los valores de los linfocitos B (p=0,775),
es decir de la inmunidad humoral. Esto se correlacioné con una elevacidon en suero
de las inmunoglobulinas G (p=0,268), A (p=0,102) y sobretodo de Ig M (p=0.014)
esta Ultima estadisticamente significativa, en cambio todavia no habia diferencia en
los valores de la Ig E (p= 0,739). (Figuras 15, 16, 17, 18, 26, 27, 28)

En el estudio de Strannegard et al se determind las serologias Ig G e Ig A anti
VRS al afio de edad a 45 nifios que estuvieron ingresados por una bronquiolitis VRS,
con edad media de 4 meses, y 90 nifios control. Encontraron en el grupo que habia
padecido una bronquiolitis VRS en comparacion con el grupo control, unos valores
altos de Ig A (p=0,13), al igual que en nuestro grupo, aunque no estadisticamente
significativos. Los titulos de IgG anti VRS, al afo de edad, fueron similares en ambos
grupos. En el seguimiento que se realizd a estos nifios; se objetivo que los que
posteriormente presentaron una sensibilizacion a asma a los 3 anos de edad,
presentaban unos titulos elevados de Ig A, esta vez estadisticamente significativos
(p=0,015). Estos datos sugieren que la infeccién por VRS causando bronquiolitis esta
asociada con una fuerte respuesta de anticuerpos Ig A mas que en las infecciones
leves. La formacion de anticuerpos Ig A, al igual que la Ig E, depende de las células
TH2, estos resultados nos constatan la inusual capacidad del virus VRS para activar
el sistema de las células TH2. ©3)

La respuesta a la infeccibn por VRS se caracteriza por una respuesta
transitoria de Ig M, un aumento de la Ig A que dura de unas semanas a meses y
posteriormente aumentan las Ig G. Aunque la relacion causal entre la infeccion
RIFEYEIOA por VRS v desarrollo tardio de alergia no esta establecido, parece gue los
hechos descritos podrian explicar una relacion probable.

Habia una asociacion significativa entre una fuerte respuesta Ig A anti VRS y
un desarrollo tardio de sensibilizacion alérgica. Sugiriendo que una grave infeccidn
por VRS en el lactante menor de 6 meses predispone a un desarrollo de alergja
respiratoria. (¢

Al igual que en nuestro estudio, Oymar et al analizaron en 25 nifios, de 1 a 17
meses, hospitalizados por bronquiolitis los niveles de Ig E. No encontraron
diferencias significativas en los valores de Ig E total en el momento de la
bronquiolitis aguda, en los nifios que después desarrollaban asma (media de 6.5
KU/L) de los que no (media de 2 KU/L). /7

« En nuestro grupo los valores medios de Ig E total en el momento de la
bronquiolitis es de 15,2 KUI/L en los que no presentaron asma y de 15,9 KUI/L en
los que si (p: 0, 739).

Toms et al encontraron bajas concentraciones de Ig E en 71 suero de ninos
afectos de bronquiolitis, de 0,4 a 33 IU/ml. ®

En algunos estudios se ha encontrado que existe una relacién entre la Ig E y
la infeccidén por VRS, Welliver estudid la relacion entre Ig E anti VRS y el desarrollo
posterior de sibilancias recurrentes y/o asma. Encontrando que la magnitud de la
respuesta de Ig E frente al VRS en el momento agudo de la bronquiolitis es un factor
pronostico indicador del desarrollo posterior de sibilancias recurrentes. /2

2- Eosindfilos

Oymar et al, analizaron en 25 ninos, de 1 a 17 meses, hospitalizados por
bronquiolitis los niveles de eosindfilos. No encontraron diferencia significativas en el
recuento de eosindfilos totales durante la bronquiolitis aguda, en los nifios que
después desarrollaban asma 0,10 x10 9/L y 0,09 x 10 9/L en los que no. En
conclusidn este estudio sugiere que los valores al ingreso de eosindfilos no pueden
ser predictores de desarrollo de asma cuando se determinan en los nifios que

fmmrmcealian ver e mriraar Aardendina Aa hieanmr ialivie (77)
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« Por lo tanto los nifios de nuestro estudio (grupo A) que van a presentar
asma infantil, en el momento de la bronquiolitis, tienen una respuesta de predominio
humoral, poco efectiva para controlar la infeccion viral. Tabla 30

Inmunidad celular

1-Linfocitos T, T4y T8

e Asi mismo se encontro, en nuestro estudio, un descenso en la produccién de
linfocitos T tanto los T4 como T8, es decir un descenso de la inmunidad celular en el
momento de la bronquiolitis aguda, en los que presentaron posteriormente asma
infantil. El valor medio de los linfocitos T en el momento de la bronquiolitis fue de
57,7% en los que presentaron asma y 63,4% en los que no (p=0,710), los T4, 41,81
% en los que presentaron asma y 48,04 % en los que no (p= 0,864), y los T8
22,47% en los que presentaron asma, 23,91% en los que no (p= 0, 806). (Figuras
21, 22, 23, 29, 30, 31)

2-Interleucina 4 e interferon gamma

e En nuestro estudio, en el momento de la bronquiolitis aguda, la produccién
de IL-4 (p=0,128) era igual en los dos grupos, los que evolucionaron a asma con
valores medios de 0,390 pg/ml y los que no 0,3989 pg/ml (Figuras 24,32).

e En cambio encontramos una produccidon de interferon gamma (p= 0,242)
disminuida en el grupo que posteriormente presentd asma infantil (1,974 pg/ml) y en
los que no (2,1137 pg/ml) lo que se correlaciona con el aumento de los linfocitos B
(32% en los que presentaron asma y 27% en los que no) y de las inmunoglobulinas
(Ig G 4678 mg/L, IgA 301 mg/L, Ig M 659 mg/L). Esto indica que hay un
desequilibrio entre las dos vias de la inmunidad celular mediada por los linfocitos T
helper (cooperadores) (respuesta TH1/TH2) con una respuesta anormal de tipo TH2
que produce elevacion de IL-4 y un descenso del IFN- gamma (Figuras 25,33).

El los ultimos afos se ha encontrado que variaciones en el porcentaje de
produccién postnatal de células T mostrado por la produccion de IL-4 e IFN-g puede
ser asociado con el desarrollo de atopia. ¢

En el estudio de Borres et al, en 64 nifos determinaron niveles en suero de Iks
4 e IFN-gamma en nifios sanos, desde el nacimiento a los 18 meses. Encontraron
valores significativamente mas altos de IL-4 a los 3, 6 y 18 meses (p<0,001), en los
Risogstire posteriormente presentaron enfermedad atopica. En cambio los valores
de IFN-gamma fueron por debajo de los niveles de sensibilidad del método (nivel de
deteccidoekdfa eg/b) eortodssrias queestrasawe Besondinabadasmohonucleares de
sangre periférica en individuos asmaticos presentan un descenso de la capacidad de
producir IFN-gamma. Este se considera que juega un papel central en la funcion dgf
sistema inmune, como regulador y papel antiinflamatorio en la respuesta inmune.
Esta citocina promueve la diferenciacion de las células T en T-helper (Th1), activando
la funcion fagocitica y citotdxica en las células inflamatorias, regulando la funcién de
células B en la sintesis de Ig E, frenando su produccion y asistiendo a la resolucion
de la inflamacién. *®

e En los 20 ninos sanos de 1 a 8 semanas de vida (Grupo B) que se les realizé una
determinacién en suero de IL-4 e IFN-gamma. Encontramos que en los 20 nifios se
detecto IL-4 en 18 y IFN-gamma en 15, el valor medio de la IL-4 es de 0,39 pg/ml, y
1,620 pg/ml para el IFN —gamma.

Estos resultados son iguales a los obtenidos en el estudio realizado por Oshima
et al donde determinaron los niveles en suero de IL-4 en nifos de 1 mes a 10 afos,
alérgicos y no alérgicos. El limite de deteccion del ensayo fue de 0,15 pg/ml en
suero. IL-4 fue detectado en el 96,3% de los no alérgicos y en el 92,9 % de los
alérgicos. Los niveles de IL-4 en nifios no alérgicos fueron bastante constantes en las
diferentes edades examinadas y todas las muestras fueron por debajo de 1,5 pg/mly
no cambid segun la edad. En los nifios alérgicos los valores en suero fueron
significativamente mas elevados principalmente entre los 13 y 24 meses (p< 0.05)
en comparaciéon con los no alérgicos de la misma edad. Sin embargo muchos de los
nifios alérgicos principalmente los mayores de 72 meses tenian valores de IL-4 por
encima de 1.5 pg/ml. ¢

Borres et al analizaron el IFN-gamma en 64 nifios, en 49 muestras de suero los
valores de IFN-gamma fueron por debajo de la sensibilidad del método. %
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| A los 6 meses de vida

Inmunidad humoral
1-Linfocitos B e inmunoglobulinas G, M, Ay E

« Persiste en nuestro grupo A, tabla 31, el predominio de respuesta inmune
humoral, con elevacién de los linfocitos B, y de las inmunoglobulinas que estos
producen, principalmente de Ig G (p=0,916) y Ig A (p= 0,081) en el grupo de ninos
que posteriormente presentaron asma aunque este aumento no es estadisticamente
significativo. Encontramos que el valor medio de la inmunoglobulina M (p=0,361) se
ha igualado, a los 6 meses de vida, en los que presentaron asma y en los que no,
puesto que la infeccion por VRS produce un aumento transitorio de esta
inmunoglobulina M (Fig. 15, 16, 17, 20).

« La inmunoglobulina E a los 6 meses de vida en nuestros pacientes, esta igual
tanto en los que posteriormente presentaron asma (28,6 KUI/L) como en los que no
(30,19 KUI/L) (p=0,713), pero llama la atencién que el valor medio de los dos grupo
esta por encima de los valores de referencia para la Ig E de esta edad que es 0,3 a
17 KUI/L (Fig. 18). En cambio en el estudio de Renzi ®* encuentra que a los 5 meses
después de haber padecido una bronquiolitis por VRS, el 86% de los 26 nifios del
estudio tenian niveles de Ig E dentro de lo normal, comparado con el 91 % de los
ninos sanos (P=NS).

2-Eosinofilos

Renzi et al encuentran un aumento significativo del recuento de eosindfilos
totales en sangre a los cinco meses de haber padecido una bronquiolitis (0.37 x10 6
/ mm3) al compararlos con los valores de eosintfilos totales de los mismos nifios en
el momento agudo de la bronquiolitis (0,17 x 10 6/mm3) (p<0,05), lo que se
interpretar como una activacién prolongada TH2. %

« En nuestro grupo no hay diferencias en el valor medio de los eosindfilos
totales de los que presentaron asma 0,431x mm3, de los que no 0,406 x mm3
(p=0,823) y tampoco en el porcentaje 4,15% los que presentaron asma y 3,85%
en los que no (p= 0,217).
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3-proteina Cationica Eosindfila (PCE) 139

« En el grupo A hay un aumento de la proteina cationica eosindfila, a los 6
meses de edad, por estimulacion de las interleucinas TH2, la IL-5 atrae eosindfilos y
estos al degranularse liberan la PCE, en los nifios que presentaron asma con un valor
medio de 11,2 ug/l, en comparacion con los que no la tuvieron con un valor de 8,3
ug/L. (Fig. 20)

Esta elevacion se mantiene al afio de edad, valor medio en los nifos asmaticos
de 12,6 ug/L y en los que no 9,8 ug/L (p= 0,122). Esto indica el patron de respuesta
inmune que predispone a la atopia tipo TH2 con descenso de la funciéon TH1.

En el estudio realizado por Koller et al, los nifios que presentaban sibilancias
tenian unos valores medios de PCE mas altos que los que no tenian sibilancias.
Ademas si el valor de la PCE era > 20 ug/L tenian con mayor frecuencia asma en el
primer afio de vida que los que tenian valores menores de 20. Los valores de PCE
>20 ug/L predice el desarrollo de asma infantil con una sensibilidad 92.3% vy
especificidad del 95%.%®% En nuestro grupo 8 nifios presentaron valores > de 20
ug/L, todos ellos presentaron asma infantil.

En otro estudio los niveles en suero de PCE descienden de forma significativa
con respecto al tiempo después de la bronquiolitis. Ademas niveles en suero altos de
PCE durante la fase aguda de la bronquiolitis es un predictor especifico pero
insensible de sibilancias después de la bronquiolitis. Bajos niveles no excluye de
sibilancias posteriores. ()

Oymar et al analizaron en 25 ninos, de 1 a 17 meses, hospitalizados por
bronquiolitis los niveles de proteina cationica eosindfila. No encontraron diferencias
significativas en los valores de proteina catidnica eosindfila medias de 8,0 ug/L, en
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Inmunidad celular

1-Linfocitos T, T4y T8

« La inmunidad celular a los 6 meses de edad, persiste baja en aquellos nifios
que posteriormente presentaron asma, con unos valores de linfocitos T (62,7%) y T4
(44,8%) aunque no estadisticamente significativos. Los linfocitos T8 se han igualado
en los dos grupos (p=0,930) (Fig. 36, 37, 38).

2-Interleucina 4 e interferon gamma

« En el grupo A, hay un descenso de la produccidon de interferon gamma en
los nifios que presentaron asma con valor medio de 1,68 pg/ml, en comparacién con
los que no 2,15 pg/ml (p= 0,50), lo que indica activacion de la via de los TH2 (Fig
40).

En el estudio de Renzi et al, los nifos con asma posible o probable tuvieron
una produccién de IFN-y menor en el momento de la bronquiolitis (p: 0,02) y una
tendencia a una produccién menor a los 4,9 meses comparados con los que no
presentaron asma (p: 0,08). ©©

La IL-4 es esencial en el desarrollo de la enfermedad alérgica, porque ésta
estimula a los linfocitos B la produccion de Ig-E especifica frente a antigenos. La
secrecion de citocinas por las células TH2 produce el efecto de aumentar la
inmunidad humoral (Ig E) induciendo la respuesta alérgica, mientras que hace
descender la inmunidad celular poblacion TH1 encargada de la defensa
antiinfeccciosa. (*»

« En nuestro grupo a los 6 meses de vida presentan unos valores en suero
mas altos de interleucina 4 (p= 0,120) los nifios que hicieron asma (0,44 pg/ml) que
los que no (0,39 pg/ml) (Fig. 39).

Los niveles aumentados de IL-4 sugieren que los nifios atopicos muestran
activacion preferencial de los linfocitos Th2. (*®

En el estudio realizado por Renzi P et al, a 26 nifios afectos de bronquiolitid
se determind al inicio y a los 5 meses la IL-4 en plasma. Los niveles de IL-4 en
plasma aumentaron significativamente a los 5 meses comparados con los niveles en

nifios sanos de esa misma edad. ¥

Renzi P. et al analizaron en 32 nifios hospitalizados por bronquiolitis y
en un subgrupo de 19 la produccidon por las células mononucleares de IFN-y e
IL-4. La produccion de IL-4 no prensentaba diferencias entre los dos grupos. ®® |,

« En los 20 nifios de 5 a 7 meses se detectaron valores en suero de IL-4 e IFN-
gamma en 17 ninos, el valor medio de IL-4 es de 0,39 pg/ml, en cambio inicia un
aumento los valores de IFN-gamma, media de 1,935 pg/ml.

| Al aio de edad ‘

Inmunidad Humoral
1-Linfocitos B e inmunoglobulinas G, M, A y proteina cationica eosindfila

e En nuestro grupo al afio de edad, tabla 32, todavia encontramos una
elevacion de los linfocitos B (27%) (Fig 42), Ig G (7102,05 mg/L), A (430 mg/L) M
(936,6 mg/L) en los niflos que presentaron asma aunque no son estadisticamente
significativas.

e También se mantiene la elevacion que habia iniciado a los 6 meses de edad,
de la proteina cationica eosinofila (12,66 ug/L) (Fig 41) en los que presentaron asma
en comparacion con los que no (9,88 ug/L) (p= 0,122).

Inmunidad Celular

1-Linfocitos T, T4, T8

e En cambio los linfocitos T, T4, T8 y LT absolutos al afio de vida, tienen
valores medios iguales en los que posteriormente presentaron asma y en los que no
(Fig. 43, 44, 45).
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En los 20 nifios entre 10 y 14 meses de edad, sanos, se obtuvieron valores de
IL-4 en 16 de ellos con una media de 0,39 pg/ml, en 19 sueros se detectaron IFN-
gamma con un valor medio de 1,952 pg/ml.

| A los 18 meses

Inmunidad humoral
1-Linfocitos B e inmunoglobulinas G, M, Ay E

« Todavia predomina la inmunidad humoral con elevacion de la Ig G, Ig A, y
encontramos una elevacion ya de la Ig E total en el grupo de nifios que desarrollaran
asma. Tabla 33.

La cantidad de Ig E total en suero depende del control genético de la
produccion de Ig E, del estimulo alergénico y del disbalance inmunoldgico con
predominio TH2.

El principal marcador de la temprana sensibilizacion a alergenos en nifios
genéticamente predispuestos es tener elevados niveles de Ig E en suero. /%

Inmunidad celular
1-Linfocitos T, T4, T8

« La inmunidad celular, los linfocitos T, T4 y absolutos se mantienen igual en
los dos grupos. Los T8 inician una elevacion en el grupo que evoluciona a asma
(Fig.49, 50, 51).

2-Interleucina 4 e interferon gamma

« Los valores de IL-4 en los nifios con asma son algo menores que al afio de
edad, media de 0,4126 pg/ml, en los que no presentaron asma son de 0,39 pg/ml
(p=0,206). Al igual que Borres et al donde después del pico de los 6 a 9 mesas
encuentra un descenso de los valores en suero de la IL-4 en los niflos que
presentaron asma (Fig. 52) @V
Discusion

« Los valores de IFN-gamma son de 2,144 pg/ml en los que no presentaron

B leealbddeHan&sid: que si (Fig. 53).
Molécula de adhesion vascular-celular 1 (sL VCAM-1) y sL Selectina

Se ha demostrado in vitro que el VRS induce la expresion de la moléculalgé
adhesion intercelular 1(ICAM-1) de las células del epitelio respiratorio y produce la
adhesion de neutrofilos y eosindfilos en un cultivo de células del epitelio respiratorio,
por un mecanismo dependiente de ICAM-1. )

Oymar K et al realizaron un estudio para establecer los valores circulantes de
moléculas de adhesion VCAM-1 y L-selectina en nifios con asma aguda, asma estable
y 22 niflos de 1 a 17 meses ingresados por una bronquiolitis aguda comparandolos
con 9 niflos control no atopicos. Los nifios con bronquiolitis aguda tuvieron valores
mas altos en suero de soluble VCAM-1 (s-VCAM-1) (1637 ug/| versus 1019 ug/l en
los nifios control: p< 0.01) y L-selectina (2041 ug/l versus 1664 ug/l en los
controles; p< 0.05). Estos datos sugieren diferentes valores en las moléculas de
adhesion circulantes en nifios pequeiios con crisis de asma o con periodo intercrisis o
con bronquiolitis aguda lo cual puede reflejar diferencias en el proceso inflamatorio
de estas enfermedades pulmonares obstructivas. VCAM-1 parece contribuir al
reclutamiento de las células T y de los eosindfilos en el tejido inflamatorio. ¢”

Las caracteristicas del asma son la inflamacidon y la hiperrespuesta de la via
aérea. La migracion de las células inflamatorias (linfocitos, monocitos y eosinofilos)
desde la circulacién sanguinea a la via aérea y pulmones, es dependiente de la
interaccion con las moléculas de adhesion. Fiscus et al, demostraron el papel de la L-
selectina en la migracion de los linfocitos desde la sangre hacia los pulmones durante
la respuesta inflamatoria de la alergia. ©®

Los resultados de las moléculas de adhesion circulantes tanto en asma como
en otros procesos inflamatorios pulmonares han de ser interpretados con precaucion
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El papel de las moléculas de adhesion en la respuesta inflamatoria de la
bronquiolitis permanece indeterminada. ¢

« En nuestro estudio encontramos que a los 18 meses de edad no hay
diferencia entre los valores medios de la sL selectina en suero entre los nifios que
padecieron bronquiolitis (2377,09 ng/ml en los que no presentaron asma, vs 2082,80
ng/ml en los que presentaron asma) (p=NS). En cambio los valores son
significativamente mas elevados que en el grupo de nifios sanos grupo B. Tabla 36

Interleucina 4 e Interferon gamma

« Los valores de IL-4 en los 20 ninos sanos de 16 a 20 meses fueron de 0,39
pg/ml. Los valores de IFN-gamma se mantenian en 1,85 pg/ml.

Moléculas de adhesion

SL-selectina

« No hay diferencias estadisticamente significativas entre los valores medios de
la SL selectina entre los ninos del grupo A, tanto los que no presentaron asma
2377,0952 ng/ml como los que si la presentaron 2028,0 ng/m (p=NS). En cambio al
comparar los valores del grupo A con los del Grupo B encontramos una diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo de nifios sanos B con un valor medio de
1364,7059 ng/ml con los que no presentaron asma y también con los que si con una
p= 0.001. Fig 14

Kotecha et al encontraron una elevacion de los valores de sL selectina en el
lavado broncoalveolar en los nifios prematuros que desarrollaron enfermedad crénica
pulmonar. Estos resultados sugieren que hay un trafico persistencia de leucocitos en
los nifios que desarrollan enfermeda crénica pulmonar y esto puede tener un papel
importante en la patogenia de esta enfermedad.

Oommen et al encuentran una elevacion en suero de la sL-selectina en nifios
preecolares con sibilancias virales, en comparacidon con el grupo control. Lo
sugiere que los procesos de sibilancias virales en los nifos preescolares estan
asociados con el sistema de activacion de neutrofilos. Este sistema es el primer paso
pRca glgiesarrollo de neutrofilia pulmonar. ©%

En el periodo neonatal Giannaki et al encontraron unos valores bajos de sL-
selectina y elevados de sE-selectina lo que sugiere una inmadurez y un descenso en
la funcion de los leucocitos y una mas especifica activacion del endotelio. ) Ballghly
et al concluyen que unos valores bajos de sL- selectina en prematuros de <30
semanas con sindrome de distres respiratorio puede ser un indicador de evolucion a
displasia broncopulmonar. ©¥

s VCAM-1

« En cambio no habia diferencias en los valores medios de s VCAM-1 de ninos
sanos, 1726,66 ng/ml, no asmaticos 1512,13 ng/m y niflos que presentaron asma
infantil 1482,50 ng/ml (p= 0,306). Tabla 35

En el estudio de Hamzaoui et al en adultos con asma encuentran una
elevacion en suero de sVCAM-1 en pacientes asmaticos en comparacion de los
valores en personas sanas. Concluye que el sVCAM-1 puede ser util en la
monitorizacion de la actividad de la enfermedad asmatica. ©°

A diferencia de nuestro estudio Tang et al encuentran en 20 niflos asmaticos
unos valores significativamente mayores de s VCAM-1 en asma aguda y en fase
estable en comaracion con los nifios control. Estos hallazgos confirman que la
adhesi%l)’l6 )de los leucocitos al endotelio tiene un papel en la inflamacion de la via
aerea.

5.2.9. PRUEBAS CUTANEAS

Las pruebas cutaneas son la primera herramienta que debe utilizarse en el
diagnostico alergologico del asma. Cuando el alergeno es introducido por la piel en la
prueba cutanea, interacciona con la Ig E unida a los mastocitos de la epidermis,
induciendo una reaccidon maculo-papulosa con edema y eritema por liberacién de
mediadores, que puede medirse facilmente. Este test nos refleja la cantidad de
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Segun Warner et al, los factores de riesgo para el desarrollo de asma son:
historia familiar de atopia, aumento de la Ig E de corddn, reducida activacion y
memoria de la células T, disminucidén de las células mononucleares productoras de
IFN-gamma en sangre de corddn (TH1) y un prick test positivo a huevo o a acaros
del polvo durante el primer afio de vida. ¢

La alergia alimentaria durante la infancia ej: a leche de vaca o a huevo, es un
importante marcador de alto riesgo para presentar posteriormente alergia
respiratoria %

Los factores que determinan que nifios tendran unas sibilancias persistentes y
cuales no, no son bien conocidos, pero una sensibilizacién temprana a alimentos o
alergenos ambientales en sujetos genéticamente predispuestos con altos niveles de
Ig E en suero parece ser el principal factor. Una sensibilizacion temprana a alérgenos
alimentarios, predispone a una sensibilizacién mas tarde a alérgenos inhalados. ®

e En nuestro estudio se realiz esta prueba entre los 6 y 9 meses de edad, a
los 22 nifios que presentaban asma y 7 nifios que aunque no evolucionaron a asma
se objetivaba una Ig E total elevada. En todos los nifios menos uno, el Prick test a
neumolaergenos mas frecuentes, a proteinas de leche de vaca y de huevo fueron
negativos. Solo un nifio presentd un prick test positivo a huevo a los 6 meses de
vida. Un control mas tardio en este grupo de pacientes, es probable que evidencie
positividad en la sensibilizacién por pruebas cutaneas positivas. Tabla 37

5.2.9. Ig E especifica (CAP)

Determinacion de la Ig E especifica: La técnica para su determinacién es el
RAST (radioallergosorbent test). Se utiliza principalmente como complemento al test
cutaneo o como confirmacion de sus resultados. En el RAST solo se determina la Ig E
especifica circulante.
Hay una correlacion casi del 100% entre el Prick test y el RAST. Con el nuevo
método del CAP-System la especificidad y sensibilidad son muy altas.
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« En nuestro estudio se realizd CAP a los neumoalergenos mas frecuentes en
aquellos nifios que presentaron criterios de asma infantil o elevacién de la Ig E total.
El mismo nifio que presentaba un prick positivo para el huevo se confirmé ung
valores de Ig E especifica altos a los 6 meses (Ig E clara huevo 10,3 KUI/L, Ig E a
yema de huevo 6,2 KUI/L, valores normales < 0,35). En los otros 28 nifos la Ig E
especifica a los neumoalergenos mas frecuentes fueron negativas. La prueba se
realizd en el suero de la extraccion realizada a los 6 0 12 meses de vida.

Es probable, como en las pruebas cutaneas que a los 4-5 afios estos nifos tengan
una Ig E especifica positiva a neumoalegenos.

5.2.10. Discusion Final

Los hallazgos mas significativos en nuestro estudio han sido los siguientes, referidos
al grupo que present6 asma

1- en la fase aguda de la bronquiolitis la respuesta inmunoldgica frente a la
infeccion viral fue andmala, en el sentido de que presentaron una
respuesta inmune humoral (con elevacion de las inmunoglobulinas G, M, A)
y un descenso de la inmunidad celular T, T4, T8. La respuesta inmune
frente a la infeccion viral tiene que ser de predominio celular, para ser
efectivas.

La Ig E total de los que presentaron asma no se elevd en el momento
agudo de la bronquiolitis.

Los valores medios de IL-4 e IFN-gamma se detectaron en niveles
normales esperados para la edad.

Lo que evidencia una respuesta inmunitaria andmala frente a la infeccion
por VRS.



149

Discusion

3- Al aio de edad todavia se mantiene la elevacién de la inmunidad humoral
y la proteina cationica eosindfila. La inmunidad celular se ha normalizado.
Los valores de IL-4 se han elevado, mientras que los de IFN-gamma son
muy bajos.

4- A los 18 meses de edad se va normalizando la inmunidad humoral,
encontramos una elevacién de la Ig E total. La inmunidad celular se
mantiene normal. La IL-4 inicia un descenso, y el IFN-gamma sigue siendo
bajo. Lo que confirma el disbalance Th1/Th2 con predominio de la
respuestaTh2 y aumento ya a los 18 meses de la Ig E total en los nifos
que evolucionaran a asma.

Concluyendo: los patrones caracteristicos que inducen a pensar que un nifo que
padece bronquiolitis va a presentar asma son:

1- Elevacion de la respuesta humoral en el momento agudo de la bronquiolitis

2- Descenso de la respuesta inmunitaria celular, desde la infeccién VRS aguda hasta
los 6 meses de vida

3- Elevacion de los valores de IL-4 principalmente a los 6 y 12 meses de vida

4- Descenso del Interferdn-gamma entre los 6 y 18 meses de vida
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6. — CONCLUSIONES

1.- Los niflos con bronquiolitis por VRS evolucionaron a asma en los 2 afnos
posteriores a la bronquiolitis en el 44% (22 nifos).

2.- Factores que condicionaron la evolucidon a asma en este grupo han sido:
antecedentes de un hermano con enfermedad alérgica. Padre fumador.

3.- La respuesta inmunitaria a la infeccién aguda por VRS, fue anémala en los que
evolucionaron a asma, con aumento de la respuesta humoral (LB, Ig G, Ig A, Ig M
ésta Ultima con una p=0,014) y descenso de la respuesta celular (LT, LT4, LT8).

4.- La respuesta inmunitaria humoral elevada y celular descendida se normaliz6 a
los 12 meses.

5.- Los valores medios de IL-4 e IFN-gamma se detectaron en niveles normales
esperados para la edad en el momento de la bronquiolitis. A los 6 meses inicia la
elevacion de IL-4 y el descenso de IFN-gamma en los nifios que después presentaron
asma. Este aumento de IL-4 y descenso de IFN-gamma se mantuvo hasta los 18
meses.

6.-La Ig E total de los que presentaron asma no se elevo hasta los 18 meses de vida.

7.- La proteina cationica eosindfila se encontrd elevada a los 6 y 12 meses en los
niflos que después presentaron asma.

8.- A los 18 meses de vida los nifos que han padecido bronquiolitis presentan una
elevacion estadisticamente significativamente (p< 0,001) de la molécula de adhesién
sL—selectina, con respecto a los nifos que no la han padecido.
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7.- RESUMEN

La bronquiolitis es una enfermedad viral muy frecuente en nuestro medio. El
VRS es la causa mas importante de bronquiolitis en lactantes y pequefios, afecta a
mas de dos tercios de lactantes en el primer afo de vida y a mas del 95 % a los 2
afos de edad. Un 33 % de los infectados desarrollan enfermedad de vias bajas, un
1% a 2,5% precisan ingreso hospitalario y un 0,1% fallecen. /*®

Varios estudios de seguimiento han mostrado que despues de una
bronquiolitis por VRS es frecuente la recidiva de episodios de sibilancias, hasta un 30-
80 % de los lactantes que han padecido una bronquiolitis importante tienen
posteriormente sibilancias. (*181%:20)

La prevalencia de estas recidivas va disminuyendo hacia los 3.5 anos de edad,
aunque diez afios después persisten, en algunos pacientes, una labilidad bronquial
por test de histamina o post ejercicio. *?Y No es facil determinar a priori que
lactantes presentaran recurrencias. >

El efecto citopaticos del virus es el que produce la dificultad respiratoria en el
brote de bronquiolitis. Durante el primer afo de vida el calibre de los bronquiolos es
pequefio en comparacion con la superficie alveolar, el cartilago es blando y hay un
numero de glandulas mucosas mayor que en otras edades. Esta situacion favorece la
facil oclusion de la via aérea por fendmenos mecanicos. A ello se une la accion del
virus que destruye células epiteliales, mucosas, produce inflamacion y descamacion
del epitelio mucoso, aumento de detritus que taponan los finos bronquiolos del nifio.
Como resultado de la necrosis celular y descamacion epitelial, queda al descubierto
los receptores vagales, que al ser estimulados por el frio, o la accion mecanica de la
descamacion, condicionan la aparicion de broncospasmo y disnea.

En la reaccion inflamatoria los linfocitos T4 o helper juegan un papel
regulador. Las células THO pueden subdividirse en dos tipos basandonos en la
produccién de citocinas por cada subtipo: TH1 y TH2. Las TH1 estan implicadas en
la respuesta frente a las infecciones y en la hipersensibilidad retardada y las TH2
son responsables de la respuesta inflamatoria en la enfermedad atépica. **>% Las
citocinas producidas por los TH1 son la IL-2 y el IFN-y, en cambio las TH2 producen
IL-4, IL-5. El balance entre las células TH1 y TH2 estad mantenido por una inhibicion
mutua. El IFN-y inhibe la actividad de las TH2 en cambio la IL-4 inhibe la actividads
de las células TH1. La IL-4 induce la produccién de Ig E por los linfocitos B y
también juega un papel importante en la activacién de los mastocitos. El IFN-y es
Baspweente inhibidor de la sintesis de Ig E. (1341:4243:44,45,46)

Entre las hipdtesis para explicar porque algunos lactantes presentan recidivas
frecuentes de inflamacion bronquial y asma esta la induccion por el VRS de un
desequilibrio Th1/Th2. "¢ 153

Por ello nuestra hipotesis pretende demostrar que al activar el VRS la via de
los linfocitos TH2 aumentara la produccién de IL-4, Ig E total y especifica en los
nifios que presenten asma del lactante, después de la bronquiolitis VRS+.

Asi en los nifios que presenten alergia a neumoalergenos, a farmacos o a
alimentos esperaremos encontrar unos niveles altos de IL-4 lo que traducira un
aumento de linfocitos Th2 y unos niveles disminuidos de interferon gamma. Asi
como una elevacion (al potenciarse la produccién de linfocitos Th2) de la produccion
de IL-5, la cual estimula a los eosindfilos la produccion de la proteina catidnica
eosindfila.

En resumen las hipotesis de trabajo son:

1- Estimulacion de la proteina G del VRS sobre los linfocitos Th2 dando lugar a
un aumento de la Ig E y a aparicién de enfermedad alérgica (Figura 8).

2- Inflamacion alérgica de las vias respiratorias (bronquios) que se producen en
las reacciones alérgicas mediadas por Ig E, y que se pueden poner de
manifiesto por el aumento de las moléculas de adhesién: VCAM-1 y L-
selectina. (Figura 9)
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Figura 8. Hipotesis de trabajo. Accion del VRS sobre los linfocitos
Resumen
El OBJETIVO DEL ESTUDIO:
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Propdsito: estudio prospectivo de 65 pacientes afectos de bronquiolitis por VRS
para evaluar las modificaciones de la inmunidad que inducen la apariciéon de asma.

Los objetivos del proyecto son:
Objetivo general es establecer la relacion entre la infeccidén por el virus respiratorio

sincitial y las modificaciones de la inmunidad que conducen a la aparicion de asma
infantil.

Para conseguir este objetivo, se plantean los siguientes objetivos especificos

1.- Analizar la evolucién clinica y la aparicién de asma infantil, de niflos menores de
2 afos que han padecido bronquiolitis por VRS desde los 8 dias de vida hasta los 7
meses.

2.-Comprobar si los antecedentes familiares de atopia han influido como factor
desencadenante de aparicién de asma.

3- Detectar las alteraciones de la inmunidad en los nifios con bronquiolitis por VRS,
que conducen a la aparicién de enfermedad alérgica (asma):

3.1 Poblaciones linfocitarias, LT; LB; LT4, LT8.
3.2- Inmunoglobulinas G, A, M
3.3- Interleucina 4 (IL-4) e Interferon gamma (INF -y)

4.- Detectar que marcadores son Utiles en los nifios en que aparece asma post
bronquiolitis para diagnosticar la enfermedad alérgica precoz: Ig E total, PCE, s
VCAM-1. s| Selectina.
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LA POBLACION DE ESTUDIO.

Esta tesis es el fruto de un seguimiento prospectivo realizado en la Seccidn de
Inmunoalérgia del Hospital Universitario Sant Joan de Déu de Barcelona, este
Hospital es centro de referencia del area del Baix Llobregat.

Pacientes: dos grupos de estudio
1- NINOS CON BRONQUIOLITIS. (Grupo A)

El grupo de nifios problema estaba formado inicialmente por 65 nifios (edad
media 3 meses, 8 dias a 7 meses) que ingresaron en este Hospital por su primer
episodio de bronquiolitis VRS positivo, desde diciembre de 1997 hasta febrero de
1998.

Durante su ingreso se informaba a la familia de la existencia de este estudio y
se les proponia la participacion en el mismo. De estos, 50 nifios completaron el
seguimiento durante 2 afos. El seguimiento se realizaba en el servicio de
Inmunoalérgia, donde acudian a control clinico cada 3-4 meses y control analitico
cada 6 meses, durante 2 anos.

En los controles clinicos se realizaba una anamnesis y exploracion fisica y se
anotaban los procesos de bronquitis disneizante que habia padecido desde la Ultima
visita. En los analisis que se realizaban en el momento de ingreso, a los 6,12 y 18
meses se solicitaba un hemograma, Inmunoglobulinas G, M, A, E, Poblaciones
linfocitarias, proteina cationica eosindfila, interleucina 4, interferon gamma. A los 18
meses se solicitaron ademas las moléculas de adhesion: s VCAM.1, sL selectina.
Figura 10

En los nifios que presentaban una elevacion de la Ig E total se les realizaba un
Prick test a leche, huevo y neumoalergenos, ademas de una Ig E especifica.

a. Criterios de inclusion.

Nifios de varios dias a 7 meses de edad diagnosticados de bronquiolitis por el
virus respiratorio sincitial.

158
Resumen
b.Criterios de exclusion.
- Nifios afectos de inmunodeficiencia o prematuridad.
157

- Niflos que no acudirian al seguimiento.

- Nifios con enfermedades crénicas respiratorias ya diagnosticadas tanto de
origen genético (fibrosis quistica de pancreas) como por alteracién anatémica
pulmonar.

- Nifos con otras enfermedades cronicas (cardiopatias, diabetes, etc.)
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Rigyr10 Esquema del grupo de estudio (niflos con bronquiolitis). Grupo A

2. NINOS SANOS (Grupo B)

.ry

grupos de 20 segun las edades: 20 niflos de 1 a 8 semanas, otros 20 que ten{gg
entre 5 a 7 meses, otros 20 de 10 a 14 y el ultimo de 20 nifios 16 a 20 meses de
edad.

Ninguno de ellos tenian antecedentes familiares o personales de atdpia, ni
clinica de bronquiolitis o enfermedades importantes. Estos nifios tenian programada
una extraccion analitica por otro motivo (la mayoria eran analisis preoperatorios),
solicitando permiso a la familia se determinaba en sangre la interleucina 4 y el
interferdn vy y las moléculas de adhesién. Este segundo grupo permitira calcular los
valores de referencia en suero de estas cuatro moléculas. Por ello solo se les realiza
una determinacién puntual y no se hacia un seguimiento de estos ninos.

Son cuatro grupos de 20 nifos, los tres primeros estan formados por ninos de
1-8 semanas, 5-7 meses y 10-14 meses, en ellos se determinaba en sangre la
interleucina 4 y el interferon gamma, mientras que en el grupo de los nifios de 16-20
meses se median ademas las moléculas de adhesién (s VCAM-1, sL selectina). Figura
11
a. Criterios de inclusion.

- Todo nifio que estuviera entre las edades antes mencionadas y que tuviera
programada una extraccion analitica.

- No tener antecedentes personales ni familiares de atopia
b.Criterios de exclusion.

- Tener antecedentes personales o familiares de atopia
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GRUPO B

Crupoe para calcular valores de referencia

No seguimiento clinico

!

(o9
S 5

B2 B3 B
2 2 b

nifes de nifes de nikes de nifos de
1-8 semanas 57 meses 910-14 meses 16-20 meses

S

RS

S~ T

IL-4 s VCAM-1

IFN.g sL selectina
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Resumen
Figura 11: Grupo B (nifios sanos de referencia de 1 semana a 20 meses
METODO
1. Seguimiento clinico: la ficha 161

Para la recogida de datos en estos nifios se utilizd una ficha, en donde se
especificaban los antecedentes familiares de alergia respiratoria (rinitis 0 asma) a
farmacos o dermatitis atdpica y los personales (si habia presentado previamente
sintomas compatibles con sibilancias o asma).

Las caracteristicas del ingreso por bronquiolitis, gravedad, tratamiento
realizado, sobreinfeccién bacteriana, evolucién. Ademas en cada visita de control se
preguntaba a los padres si durante los ultimos meses habia presentado algun
proceso de bronquitis disneizante o cualquier otra sintomatologia de enfermedad
atdpica como eczema (diagnosticadas por un médico) gravedad de los episodios,
duracion y tratamientos realizados.

También se valord el desarrollo psicomotor, el estado de inmunizacién
(calendario vacunas), si habia alguna intolerancia con los diferentes alimentos
introducidos y si acudian o no a guarderia. Se dejaba constancia de la exploracion
fisica en el momento de la visita y si estaba o no tomando medicacion como
boncodilatadores, corticoides o antihistaminicos. (Anexo.1)

Se realizaba un seguimiento clinico (anamnesis y exploracion fisica) cada 3 6 4
meses, anotando los datos en la ficha, hasta los 2 afios de edad.

El concepto clinico del Asma infantil: en el presente estudio se define como
la presentacion de 3 o mas episodios de obstruccion bronquial antes de los 2 anos de
edad y/o una historia de hiperreactividad bronquial, fuera de los periodos de
sobreinfeccion respiratoria.

Para establecer el diagndstico de asma en nuestro grupo de pacientes
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2. METODOLOGIA ANALITICA
2.1. Pruebas in vitro:

1.- Estudio etioldgico de la infeccion viral respiratoria (bronquiolitis) para
los siguientes virus

- Virus respiratorio sincitial, mediante inmunofluorescencia directa (IFD).

- Adenovirus, influenza A y B y parainfluenza 3 mediante inmunofluorescencia
directa (IFD)

VIRUS RESPIRATORIO SINCITIAL: identificacion del VRS por
inmunofluorescencia directa (IFD) sobre la muestra.

2-Inmunoglobulina E total:

Para la determinacion cuantitativa de la Ig E total en suero humano se utilizd
la inmunonefelometria con particulas intensificadoras usando los sistemas
nefelométricos de Dade Behring. (Nefeldmetro Behring BN II)

3- IL-4, IFN-y:

La determinacién de los niveles en suero de IL-4 e IFN-y fueron realizados por
enzimo inmunoanalisis (ELISA) de la casa Bender MedSystemes.

4- Moléculas de adhesion:
SVCAM-1

La sVCAM-1 se realiza por técnica de ELISA (Bender Med Systems) permite la
deteccidn cuantitativa de las moléculas de adhesion a nivel vascular.

SL-selectina
La sL-selectina ELISA (Bender MedSystems) permite la deteccion cuantitativa de la
L-selectina humana soluble (moléculas de adhesion de los leucocitos).

2.2-Pruebas in vivo:
Prick test 164

Se realizaron pruebas cutaneas en los nifos que presentaban clinica de bronquitis de
Rasefic@m Yy unos valores altos de IgE.

RESULTADOS

Los hallazgos mas significativos en nuestro estudio han sido los siguientes, referidos
al grupo que present6 asma 163

1- En la fase aguda de la bronquiolitis la respuesta inmunoldgica frente a la
infeccion viral fue andmala, en el sentido de que presentaron una respuesta
inmune humoral (con elevacion de las inmunoglobulinas G, M, A) y un
descenso de la inmunidad celular T, T4, T8. La respuesta inmune frente a la
infeccion viral tiene que ser de predominio celular, para ser efectivas.

a. La Ig E total de los que presentaron asma no se elevo en el momento
agudo de la bronquiolitis.

b. Los valores medios de IL-4 e IFN gamma se detectaron en niveles
normales esperados para la edad.

C. Lo que evidencia una respuesta inmunitaria andémala frente a la
infeccion por VRS.

2. A los 6 meses de vida, en los nifios que evolucionaron a asma, la respuesta
inmunitaria humoral presiste todavia elevada. La Ig E total y los eosindfilos se
mantienen igual. Se eleva la proteina cationica eosindfila, Y La inmunidad
celular T, T4, T8 se mantiene descendida. Hay un aumento de los valores de
IL-4 y un descenso del interferon gamma lo que supone un disbalance
inmunitario Th1/Th2 con predominio de respuesta Th2, lo que inducira a la
aparicion de enfermedad alérgica. Que mas tarde se evidenciara como un
aumento de Ig E y sensibilizacidn frente a alergenos.

3. Al afio de edad todavia se mantiene la elevacién de la inmunidad humoral y la
proteina cationica eosindfila. La inmunidad celular se ha normalizado. Los
valores de IL. 4 se han elevado, mientras que los de IFN gamma son muy
bajos.
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Resumen

Concluyendo: los patrones caracteristicos que inducen a pensar que un nifo que
padece bronquiolitis va a presentar asma son:

1- Elevacion de la respuesta humoral en el momento agudo de la
bronquiolitis

Descenso de la respuesta inmunitaria celular, desde la infeccion VRS aguda
hasta los 6 meses de vida

3- Elevacién de los valores de IL-4 principalmente a los 6 y 12 meses de vida
4- Descenso del Interferon gamma entre los 6 y 18 meses de vida

2

CONCLUSIONES

1.- Los nifios con bronquiolitis por VRS evolucionaron a asma en los 2 afios
posteriores a la bronquiolitis en el 44% (22 nifos).

2.- Factores que condicionaron la evolucién a asma en este grupo han sido:
antecedentes de un hermano con enfermedad alérgica. Padre fumador.

3.- La respuesta inmunitaria a la infeccion aguda por VRS, fue andmala en los que
evolucionaron a asma, con aumento de la respuesta humoral (LB, Ig G, Ig A, Ig M)
y descenso de la respuesta celular (LT, LT4, LT8).

4.- La respuesta inmunitaria humoral elevada y celular descendida se normalizo a
los 12 meses.

5.- Los valores medios de IL-4 e IFN gamma se detectaron en niveles normales
esperados para la edad en el momento de la bronquiolitis. A los 6 meses inicia la
elevacion de IL-4 y el descenso de IFN-gamma en los nifios que después presentaron
asma. Este aumento de IL4 y descenso de IFN-gamma se mantuvo hasta los 18
meses.

. 166
6.-La Ig E total de los que presentaron asma no se elevo hasta los 18 meses de vida.
Resumen

7.- La proteina cationica eosindfila se encontrd elevada a los 6 y 12 meses en los
niflos que después presentaron asma.

~ . s 165
8.- A los 18 meses de vida los ninos que han padecido bronquiolitis presentan una

elevacion estadisticamente significativamente (p< 0,001) de la molécula de adhesion
sL —selectina, con respecto a los nifios que no la han padecido.
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ANEXO.1Ficha de las visitas clinicas y analiticas de cada nifio.

“INFLUENCIA DE LA INFECCION POR EL VIRUS n°

RESPIRATORIO SINCITIAL EN EL DESARROLLO

INMUNOLOGICO EN NINOS DE 0 A 2 ANOS DE EDAD"

NOMBRE Y APELLIDOS

NHC

Fecha de nacimiento

Edad de la bronquiolitis (meses)

Vivienda ] ciudad
" rural

Antecedentes familiares

rinitis
Asma
Eczema
Otras

Familiar con

OO0

grado parentesco

OO0

padre
madre
hermano/a
otros

167
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Perinatoldgicos:

Parto Hospitalario [ Si tipo [ eutdcico
O No 0 distdcico
Complicaciones perinatologicas [ Si
0 no
Alimentacion LM OLA 71 Lmixta
0 Cereales s/g
O Cereales con gluten
Beikost 0 normal
0 APLV
O Alergia fruta
O Alergia huevo
0 Otras
Desarrollo 0 normal
0 Anormal
Vacunaciones O normal
0 Anormal
Escolarizacion O Si
0 No
Procesos respiratorios previos a la bronquiolitis O Si
O No
Alergias 0 no
0 A acaros
O Hongos
O Plantas
O animales
O Alimentos
0 Farmacos
0 otras
Intervenciones quirurgicas 0 no
O Si
Medicacién actual o s 170
Anexos E Eo Hatad
. . 0 Corticoides
Motivo 1er ingreso: 7 Antihistaminid®s
Virus (ELISA) Positivo Negativo
VRS 169
Adenovirus
Influenza A
Influenza B
Parainfluenza
Rx torax O normal
0 Patoldgica
Escala Wood-Downes 0 leve 1-3
0 Moderada 4-7
O Grave 8-14
Medicacion al ingreso
0 02
0 Salbutamol
0 Corticoides orales
0 Corticoides ev
0 Antibioticos
O Otros
Evolucion
Buena

(I I B A

Sobreinfeccion bacteriana
Intubacion+ventilacion mecanica
otras
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NO
Analitica 1a 22 3a 42
Fecha/edad
Leucocitos
Seg
Cayados
Linfocitos
Monocitos
PCR
IgG
IgA
IgM
Ig E total
Ig E espec
Prot cat eos
Linf B
Linf T
T4
T8
T4/T8
Linf T abso
IL-4
IFN-g
VCAM-1
S|_selectina
172
Anexos
12 Visita Edad meses no
Antecedentes desde el ingreso [ ninguno
O Catarro vias altas
O BOA de repeticion 171
0 Rinitis
O Eczema
0 Otros
Exploracion [ normal Tratamientos realizados (1 ninguno
0 Rinorrea 71 broncodilatadores inh
0 Otitis 0 corticoides inh
0 Sibilancias 0 corticoides orales
0 Disnea 0 antihistaminicos
0 Eczema 0 Antibiot
Regimen de vida [ normal
O Se aconseja sacar de guarderia
O otras
20 Visita Edad meses
Antecedentes desde el ingreso [ ninguno
O Catarro vias altas
O BOA de repeticion
0 Rinitis
O Eczema
0 Otros
Exploracion [ normal Tratamientos realizados 1 ninguno
0 Rinorrea 71 broncodilatadores inh
0 Otitis 0 corticoides inh
0 Sibilancias 0 corticoides orales
O Disnea O antihistaminicos
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32 Visita Edad meses no
Antecedentes desde el ingreso O ninguno
0 Catarro vias altas
0 BOA de repeticion
0 Rinitis
O Eczema
0 Otros

normal
Rinorrea
Otitis
Sibilancias
Disnea
Eczema

Exploracion [
N
N
0
0
N
]

0
[

Regimen de vida

otras

42 Visita

Tratamientos realizados

normal
Se aconseja sacar de guarderia

"1 ninguno
"] broncodilatadores inh

0 corticoides inh

0 corticoides orales
0 antihistaminicos
0 Antibiot

Edad meses

Antecedentes desde el ingreso O ninguno
0 Catarro vias altas
0 BOA de repeticion
0 Rinitis
[ Eczema
O Otros
Exploracion [ normal Tratamientos realizados (1 ninguno
O Rinorrea 1 broncodilatadores inh
[ Otitis [ corticoides inh
0 Sibilancias 0 corticoides orales
O Disnea O antihistaminicos
O Eczema O Antibiot
Regimen de vida [ normal
O Se aconseja sacar de guarderia 174
O otras
Anexos
52 Visita Edad meses no
Antecedentes desde el ingreso [ ninguno
0 Catarro vias altas
O BOA de repeticion 173
0 Rinitis
0 Eczema
O Otros

normal
Rinorrea
Otitis
Sibilancias
Disnea
Eczema

Exploracion

W
U
U
(]
W
U

[]
0
[]

Regimen de vida

otras

62 Visita
Antecedentes desde el ingreso

Exploracion [ normal
0 Rinorrea
0 Otitis

Tratamientos realizados

"1 ninguno
"] broncodilatadores inh

0 corticoides inh

0 corticoides orales
0 antihistaminicos
O Antibiot

normal
Se aconseja sacar de guarderia

Edad meses

ninguno

Catarro vias altas
BOA de repeticion
Rinitis

Eczema

Otros

N I B B O

Tratamientos realizados [ ninguno
"] broncodilatadores inh
0 corticoides inh
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72 Visita Edad meses no
Antecedentes desde el ingreso O ninguno
0 Catarro vias altas
0 BOA de repeticion
0 Rinitis
O Eczema
0 Otros
Exploracion [ normal Tratamientos realizados (1 ninguno
O Rinorrea 1 broncodilatadores inh
O Otitis O corticoides inh
O Sibilancias O corticoides orales
0 Disnea 0 antihistaminicos
0 Eczema 0 Antibiot
Regimen de vida [J normal
0 Se aconseja sacar de guarderia
O otras
82 Visita Edad meses
Antecedentes desde el ingreso O ninguno
0 Catarro vias altas
0 BOA de repeticion
0 Rinitis
O Eczema
0 Otros
Exploracion [ normal Tratamientos realizados (1 ninguno
O Rinorrea "1 broncodilatadores inh
O Otitis O corticoides inh
0 Sibilancias 0 corticoides orales
0 Disnea 0 antihistaminicos
0 Eczema 0 Antibiot
Regimen de vida [ normal
O Se aconseja sacar de guarderia 176
0 Otras
Anexos

2-Encuesta a los padres de los ninos del grupo control Grupo B
e Ha padecido su hijo bronquiolitits
175
e Ha precisado ingreso Hospitalario alguna vez

e Ha utilizado tratamiento broncodilatador

e El padre, la madre o los hermanos tienen asma, rinitis o eczemas
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Abreviaturas
ABREVIATURAS
178

Abreviaturas
9. ABREVIATURAS

PCE proteina cationica eosindfila 177

IFN-y interferén gamma

TH1 linfocitos T helper 1

TH2 Linfocitos T helper 2

VCAM-1 Moleculas de adhesion vascular-celular 1

LK B Linfocitos Killer B

IL-2 Interleuclna 2

IL-4 interleucina 4

IL-5 Interleucina 5

IL-8 Interleucina 8

ICAM-1 molécula de adhesion intercelular-1

ICAM-2 molécula de adhesion intercelular 2

1 (MCP-1)

proteina quimiotactica de monocitos
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