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Resumen

Antecedentes. En general, los pacientes alérgicos, después de un afio de inmunoterapia (IT), muestran mejoria en la frecuencia e intensidad de los sintomas.
Objetivo. Demostrar que la I'T tiene efectos moduladores sobre pardmetros clinicos, celulares y moleculares de alergia de acuerdo con las edades.
Metodologia. Se incluyeron 81 pacientes alérgicos asmaticos: 28 infantes, 36 nifios, 17 adultos y 27 controles. En los nifios y jévenes se eva-
lué el pico flujo espiratorio (PEF), reactividad cutdnea, se registré cosinofilia sanguinea y de exudado de mucosa nasal, liberacién de enzima
B-hexosaminidase (8-H) de baséfilos, proliferacién de PBMC estimuladas con alérgeno especifico o PHA; se cuantificaron las concentraciones de
IgE, IL-13 y sCD23 en sueros y de IFN-y en sobrenadantes de cultivos de PBMC.

Resultados. Nifios y adultos sin IT empeoraron sus reducidos valores de PEF. Nifios y adultos después de I'T mostraron incremento en los volume-
nes de PEF (p<0,0001). Todos los grupos con IT redujeron la reactividad cutdnea (p<0,0001, p<0,0001 y p<0,02) y la liberacién de B-H de basé-
filos desafiados con el alérgeno especifico (p<0,0001, p<0,0001 y p<0,003). Nifios y adultos con IT observaron disminucién en los niveles de IgE,
ambos p<0,05, y redujeron los niveles de células eosinéfilos nasales (p<0,0001 y p<0,01). Solamente los nifios tratados con IT redujeron los nive-
les de células eosinéfilas sanguineas (p<0,0001). Las PBMC de infantes y nifios con I'T disminuyeron los indices de proliferacién desafiadas con el
alérgeno especifico, ambos p<0,05. Los pacientes alérgicos observaron menores niveles de IFN-y (p<0,02) y mds altos niveles de IL-13 (p<0,05) y
sCD23 (p<0,001) que los hallados en controles.

Conclusiones. La I'T demostré efectividad terapéutica en pacientes asmaticos y cambios en pardmetros clinicos celulares y moleculares. Algunos de

esos pardmetros fueron indicadores de la evolucién de la enfermedad vy ellos fueron diferentes de acuerdo con las edades.

Palabras clave: inmunoterapia, pico flujo espiratorio, reactividad cutanea, eosinéfilos y basofilos en alergia, proliferacion celular
alérgeno-especifica, citoquinas en alergia.

Abstract

Background: Most allergic patients, after a year of specific immunotherapy (SIT), show improvement in the frequency and intensity of the symptoms.
Objective. The objective was to demonstrate that specific immunotherapy has modulating effects on clinical, cellular and molecular parameters, of allergy.
Methods. The study included 81 asthmatic allergic patients and 27 healthy controls from 2 to 50 years of age. Peak expiratory flow, skin reactivity,
blood and nasal smear cosinophilia was conducted. 3- hexosaminidase enzyme (B-H) release assays and Peripheral Blood Mononuclear Cells cultu-
res stimulated with specific allergens, were realized. Total IgE, sCD23 and IL-13 were measured in serum and IEN- v, in culture supernatants.
Results. In all the cases a reduction in the frequency and intensity of the asthma attacks and a decrease in medical consultations and antiallergic
drugs consumption were observed. The patients without SIT diminished low PEF values. Children and adult people with SIT increased the volu-
mes of peak expiratory flow, (p<0.0001). Skin reactivity was reduced in all the SIT groups. Skin reactivity were p < 0.0001, p<0.0001 y p<0.02) res-
pectively, and B-H released were p<0.0001, p<0.0001 y p<0.003) to ecach group. The infants without SIT increased IgE levels. Nasal smear cosino-
philia fell from children and adults, p < 0.0001. In Infants and children with SIT, the cellular expansion by the allergen was reduced (p<0.05). In
allergic patients IFN-y values were lower than controls, (p < 0.02). IFN -y synthesis did not vary after a year of allergen -specific immunotherapy.
Allergic patients observed higher serum levels of IL-13 (p<0.05) and sCD23 (p<0.001) than controls.

Conclusions. SIT after a year demonstrated therapeutic effectiveness in asthmatic patients with changes in multiple parameters: clinical, cellular
and molecular.

Key words: specific immunotherapy, peak expiratory flow, skin reactivity, eosinophils and basophiles in allergy, cell cultures and cy-
tokines in allergy.
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I. Antecedentes

La inmunoterapia alérgeno especifica (IT) es utilizada desde hace
casi un siglo, de manera habitual, para el tratamiento de las enfer-
medades alérgicas causadas por alérgenos inhalantes [1]. La apli-
cacién de alérgenos o extractos alergénicos modificados reduce la
unidn de IgE a sus receptores, la produccién de células T alérgeno
especificas y la liberacidn de citoquinas [2]. Este tratamiento per-
mite la tolerancia de larga vida para prevenir alergias y restaurar la
inmunidad contra los alérgenos. La tolerancia periférica que de-
sarrollan las células T reguladoras (Treg) s caracteriza principal-
mente por suprimir la respuesta de proliferaciéon y produccion de
citoquinas inducidas especificamente por un alérgeno. Las células
Treg son productoras de citoquinas supresoras IL-10 y TGF-f1
que acttian sobre mastocitos, baséfilos y eosinéfilos. Ademds pue-
den suprimir la produccién de IgE e inducir la sintesis de IgG4 e
IgA especifica. La histamina, via su receptor 2, liberada de masto-
citos y baséfilos puede contribuir a la regulacién, durante [a IT, y
estimular a las células Treg a producir citoquinas supresoras [3].
LaIT provee eficacia clinica prolongada después de terminado el
tratamiento, y este beneficio no se observa con la terapia farma-
colégica. La administracién subcutdnea de dosis desensibilizantes
ha sido hasta hoy la via convencional y de eleccién [4].

Los efectos de la IT han sido investigados por diversos autores
que identificaron dos poblaciones de células dendriticas (CD):
las CD maduras, estimuladas por el Ag, indujeron a LTh2 a coo-
perar para la sintesis de IgE; y las CD reguladoras (CDreg), que
inhibieron la produccién de IgE, suprimieron la patogénesis in-
flamatoria, aumentaron la sintesis de IgG1 e IgG2a y la produc-
cién de IL-21 por estimulacién de LTh1 [5]. La unién de CD40
de las CD a su ligando CD40L de las células T, en presencia del
alérgeno, activé a las CD para producir citoquinas proinflamato-
rias, cosinofilia y activacién de células Th2 [6].

Se sabe que los LTh2 producen IL-4 que estimula a las células B
para la conmutacién de isotipo y la produccion de IgE. La res-
puesta de células Th2 lleva a la sintesis de IgE, reclutamiento y
maduracidn de eosinéfilos, baséfilos y mastocitos. La estrategia
de la IT incluye la supresion de la respuesta Th2 a través de meca-
nismos antagonistas Th1 y la produccién de IL-10 y TGF-$1 [7].
Los cosindfilos también participan en los mecanismos inflamatorios
que suceden en el asma y expresan en su superficie receptores para
IgE. El receptor de baja afinidad para la IgE (FcRII/CD23) s ha im-
plicado en la regulacién de la sintesis de IgE, por lo que es posible que
los pacientes asmaticos alérgicos presenten una mayor expresion de
CD23 en cosindfilos, mastocitos, basofilos y células B [8].

Es conocido que sCD23 participa en la regulacién de la sintesis
de IgE y que IL-4 induce la expresién de CD23 en células B y mo-
nocitos vy la liberacién de sCD23. Se ha demostrado que, duran-
te la IT, el alérgeno regula, en forma dosis dependiente, la expre-
sién de CD23 en monocitos y células B mediante la sintesis de
IFN-y ¢ IL-10 [9].

La anergia, tolerancia y supresion pueden involucrar células y me-
canismos similares. La IT puede activar células Treg alérgeno-es-

pecificas, que inhiben la proliferacién, inducida por el alérgeno,
de células Th1 y Th2 y la produccién de citoquinas [10]. Las célu-
las Treg utilizan multiples mecanismos supresores: IL-10, TGE-,
CTLA4, TGF-B R, IL-10R, regulan el isotipo de anticuerpos (Ac)
IgE a IgG4 ¢ IgA, suprimen a eosinéfilos, mastocitos y baséfilos, cé-
lulas efectoras de la inflamacién alérgica [11]. El desarrollo de la to-
lerancia periférica depende del balance entre células T reg y célu-
las Th2 [12]. Se observé que las células Treg CD4+CD25+Foxp3+
estimuladas por las CDreg suprimieron la produccién de IgE espe-
cifica y suprimieron la patogénesis inflamatoria [5].

Nigo Y et al (2006) investigaron cl asma en un modelo experi-
mental en ratén y encontraron que la inflamacién y eosinofi-
lia de la via aérea inducida por un LPS no se producia en anima-
les deficientes en mastocitos o en TLR4. La inflamacién resulta-
ba por activacién de NFk-B que inducia la expresiéon de GATA1
y GATA2, genes que incrementaban la produccién de IL-4, IL-5,
IL-13 y de eotaxina 2. Es asi que los mastocitos pueden controlar
la inflamacién de la via aérea después de su activacién y modula-
cidn a través de los TLR4, induccién de GATAL1 e incremento de
la produccién de citoquinas Th2 [13].

Recientemente Mantel P et al (2007) han revelado que un gen co-
nocido como GATA3 inhibe la produccién de células Treg blo-
queando la accién de otro gen FOXP3 que es clave para la forma-
cién de nuevas células Treg. La neutralizacién de la actividad de
GATA3 aumentaria la produccién de células Treg y mejoraria la
tolerancia en las personas alérgicas [14].

En alérgicos, IL-4 inhibe la sintesis de IFN-y por parte de LTh1,
IL-5 activa a cosindfilos ¢ IL-9 favorece la producciéon de moco.
IL-13 inhibe a células Th1, para sintesis de IFN-y y estimula a cé-
lulas Th2 para sintesis de IL-4. Se ha demostrado que la mayo-
rfa de los pacientes alérgicos, después de més de un ano de IT,
muestran mejorfa por reduccién en la frecuencia e intensidad de
los sintomas. Ademds, se ha observado que al afio del tratamien-
to con IT se reducen los niveles de IgG1, se incrementan los ni-
veles de IgG4, disminuyen los valores de IL-10, IL-12, TGF-81
y las concentraciones de sCD23 e IgE muestran resultados varia-
bles (Ye Y et al 2006). Sin embargo no siempre se observa, en el
curso de la IT, que IgG4 especifica incremente sus niveles durante
la fase inicial de la I'T [15].

Se comprobé ademds, que el tratamiento con IT realizado duran-
te al menos 6 meses reduce significativamente los costos de medi-
camentos [16].

Diversos autores han comprobado la eficacia de la IT por la eva-
luacién de pardmetros clinicos y de las modificaciones a ni-
vel celular y molecular [8,21,22,23], utilizando las vias subcutd-
neas sublingual en diferentes grupos de pacientes, con resultados
variables.

2. Objetivos

El objetivo de esta investigacion fue demostrar que la I'T, adminis-
trada a infantes, nifios y adultos asmaticos durante més de un afio,
tuvo efectos moduladores sobre algunos pardmetros de alergia: a)
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clinicos: pico flujo espiratorio y reactividad cutdnea; b) celulares:
eosinofilia sanguinea y de exudado de mucosa nasal, desgranula-
cién de baséfilos alérgeno especifica con liberacidn de la enzima
(-hexosaminidasa y proliferacion alérgeno especifica de PBMC y
¢) moleculares: niveles de IgE, sCD23, IL-13 ¢ IFN-y.

3. Materiales y métodos

3.1. Pacientes

Se estudiaron 108 pacientes de ambos sexos. De ellos 81 eran alér-
gicos asmdticos y 27 controles. Se formaron 3 grupos etarios. El pri-
mer grupo era de 36 infantes (2-4 afios), de los que 15 fueron trata-
dos con IT por 12 meses o més, 13 cuyos padres no aceptaron reali-
zar el tratamiento de IT y 8 no alérgicos, que constituyeron el gru-
po control. El segundo grupo, de 45 nifios de 5-14 afios: 26 fueron
tratados con I'T por mds de 12 meses, 10 cuyos padres o responsa-
bles no aceptaron realizar el tratamiento de IT y 9 nifios no alér-
gicos, que formaron el grupo control. El tercer grupo estuvo cons-
tituido por 27 adultos de 15 a 50 afios de edad: 9 fueron tratados
con IT por més de 12 meses, 8 no aceptaron realizar el tratamiento
de IT'y 10 sanos no alérgicos, controles. El diagnéstico de alergia se
realizé por la historia clinica, examen fisico y pruebas de laborato-
rio. Los 81 pacientes que integraron el estudio tenfan antecedentes
de mds de 3 crisis de asma e historia personal y familiar de alergia.
Cada uno de ellos fue evaluado en oportunidad de la primera con-
sultay después de 12 meses. Los pacientes que no realizaron IT fue-
ron asistidos por diferentes profesionales, los que indicaron: anti-
histaminicos durante periodos prolongados y esteroides y bronco-
dilatadores en ocasiones de crisis de asma.

En cada caso, para las pruebas iz vifro se tomaron muestras de
sangre y exudado nasal. De cada individuo se extrajeron aproxi-
madamente 10 ml de sangre venosa periférica con jeringa y aguja
estériles, que fueron colocados en tubos heparinizados.

3.1. a. Etica

En todos los casos los padres de los pacientes dejaron por escrito
su conformidad firmada para los estudios a realizar a partir de una
muestra correspondiente a una alicuota de la sangre extraida para
hemocitoldgico y otros exdmenes de rutina. Se informd ademds de
la utilidad diagnéstica del exudado nasal, de la eficacia de las prue-
bas cutdneas para la determinacién del alérgeno y se explicaron los
mecanismos bioldgicos de la IT. Se informé acerca de los ocasio-
nales riesgos de estas pruebas y de las medidas de prevencidn y tra-
tamiento a adoptar. Este estudio fue aprobado por las autoridades
de la UNRC. Los procedimientos éticos fueron aprobados por las
autoridades de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas, Quimicas y
Naturales de la UNRC, constituida en Comisién de Ftica.

3.2. Pico flujo espiratorio (PFE)

La hiperrreactividad bronquial fue evaluada por medio del PFE
en ninos de mas de 4 afios de edad. Los valores fueron determina-
dos por medio de un medidor de flujo espiratorio: Vitalograph,
segtin Canny et al 1994 [24].

En cada caso se determinaron los indices porcentuales de los va-
lores individuales, con respecto a los considerados normales de
acuerdo con la altura, edad y sexo.

Las pruebas de la funcién pulmonar se usaron para certificar el
diagnéstico de asma, controlar la evolucién de la enfermedad y su
respuesta al tratamiento. Se evalud la hiperreactividad bronquial
por medicién de pico flujo espirado (PFE) segun tabla de Polgar
G & Promadhat V (1971) [25] en los nifios mayores de 4 afios.
Fue necesario conocer en cada paciente el mejor valor personal de
PFE, ya que las cifras de las tablas de normalidad son sélo orienta-
doras. En ningtin caso habian usado broncodilatadores.

Los PFE fueron determinados mediante flujémetros Vitalograph,
Assess o Personal Best, con los nifios en posicidn de pie y sin oclu-
si6n nasal. Se registré el mayor valor logrado en tres o mds prue-
bas sucesivas. De acuerdo con las investigaciones de Capano A et
al (2007) [26], se determiné la talla sin calzado y con un pediéme-
tro digital. Se utilizaron piezas bucales cilindricas descartables para
cada nifo. Previo a la determinacién, los nifios fueron instruidos
brevemente en el procedimiento por el equipo. Las zonas del flujo
pico facilitaron la evaluacién del estado de la enfermedad.

o Zonaverde: entre el 80% y el 100% del mejor registro perso-
nal. Normal.

e Zonaamarilla: entre el 50% y el 80% del mejor registro per-
sonal. Espasmo bronquial.

e Zona roja: Menos del 50% del mejor registro personal.
Broncoespasmo severo.

3.3. Pruebas cutaneas

Las pruebas cutdneas se llevaron a cabo empleando la técnica
prick sobre la piel de la espalda. Los controles positivos se realiza-
ron con fosfato de histamina con 0,1 mg/cc de solucién 1:1000
(Eli Lilly Co Ind USA). Los controles negativos se prepararon
con una solucién de 0,5% fenol en agua destilada [27].

Todos los alérgenos usados en las pruebas cuténeas I'T eran de ori-
gen comercial (Diater Laboratorios, IPI SA y Allergo-Pharma
SRL). Se aplicaron dosis diluidas 1:10. La reactividad cutdnea fue
determinada para inhalantes y alimentos. Se evaluaron las reac-
ciones después de 20 minutos. Se consideraron positivas las reac-
ciones con eritema mayor de 3 mm al didmetro de la roncha pro-
ducida por el control negativo o reaccidn testigo, roncha y papula
cualquiera fuera su didmetro y las reacciones de eritema igual a 10
mm o mayor. Se considerd la siguiente escala:

e - (negativo). Sin modificacién o igual al testigo.

e + (dudoso). Pipula menor que el doble tamafio de la
reaccion testigo.

e+ (positivo). Edema igual al doble de la reaccién testigo.

e ++ (positivo dos cruces). Edema mayor que el doble de
la reaccidn testigo.

e +++ (positivo tres cruces). Edema similar al anterior
pero de bordes irregulares.

e ++++ (positivo cuatro cruces). Reaccién mis notable [27].
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3.4. IgE sérica total

La cuantificacion de los niveles de IgE se determind en sueros.
El equipo comercial Human Igk ELISA Ql'antization Kit from
Bethyl Laboratories Inc. Montgomery, Texas, fue utilizado de
acuerdo con el instructivo. Los Ac IgE de los sueros reaccionaron
con Ac monoclonales anti-IgE inmovilizados en el fondo de los
pocillos de una placa. Una anti-IgE elaborada en ratén conjugada
con la enzima peroxidasa de rébano reaccioné con la IgE del com-
plejo durante la segunda incubacién. A dicha enzima se le agregd
el sustrato 3,37, 5,5 -tetrametilbencidina y se incubé a tempera-
tura ambiente, virando el color de amarillo a azul. La absorbancia
fue medida a 405-450 nm con un espectrofotémetro Labsystem
Multiskan MS (Multiskam SA, Finland). Los valores obtenidos
con los sueros de concentracién conocida fueron utilizados para
confeccionar una curva, sobre la que se extrapolaron los valores
de absorbancia de los sueros problemas, para obtener las concen-
traciones de IgE en UI/ml de cada muestra. Los valores normales
se consideraron segtin las edades de los pacientes [28,29].

3.5. Eosinéfilos en sangre y en exudado nasal

En cada caso se consideraron los valores absolutos de eosinéfilos
por mm® de sangre periférica. Se aplicé el método convencional
de la férmula sanguinea de determinacién de los indices porcen-
tuales de eosindfilos, en relacidn con el recuento de leucocitos to-
tales. La eosinofilia de mucosas se determiné en exudado nasal,
aplicando la técnica de Hansel con la tincién de Wright-Giemsa.
Se tomaron 5 muestras con papel parafinado frotando la muco-
say arrastrando las secreciones liquidas y transparentes que se ex-
tendieron sobre la superficie de los portaobjetos preidentificados.
Cada muestra se fij6 a la llama y luego un minuto con alcohol eti-
lico 95%. Se cubrié 3 minutos con colorante Wright, mezcla de
eosina y azul de metileno, y luego Giemsa por 15 minutos. Se ob-
servé con objetivo de inmersién (aumento 1000X). Se interpre-
té de 0 a 4+, segtin el promedio de eosindfilos en 10 campos [30].

3.6. Ensayo de liberacion de la enzima
beta-hexosaminidasa (B-H)

Para evaluar el efecto de diferentes alérgenos sobre la desgranu-
lacién de baséfilos, se realizé el ensayo de liberacién de la enzima
(-hexosaminidasa. Los baséfilos de los pacientes alérgicos fueron
desafiados con el alérgeno especifico solo.

Los basofilos se obtuvieron por separacién de células en gradiente
de densidad de dextrédn 70 al 6%. Se depositd una alicuota de 50
ml a una concentracién de 1 x 10°, de la suspensién de baséfilos,
en cada pozo de una microplaca de 96 pozos. Cada pozo ya seco
habfa contenido una dilucién del alérgeno especifico. Asi los ba-
séfilos fueron incubados con cada alérgeno. Para obtener y con-
centrar los baséfilos se aplicé la técnica de Benveniste J. modifi-
cada [31].

Las células se incubaron por 15 minutos a 37°C con el alérgeno
especifico. Después de la incubacion se agregaron 50 ml del sus-
trato cromogénico para la enzima (-hexosaminidasa (4-nitro-

fenil-N-acetil-8-D-glucosaminida) (Sigma-Aldrich, Inc, St. Louis,

USA) 1 mmol/l, disuelto en 0,1 mol/l de buffer citrato, pH 5.
El sistema se incubé a 37°C por una hora. El producto del cliva-
je (4-nitrofenol) se interpreté por lectura espectrofotométrica a
405 nm [32]. La reaccién fue detenida con 200 ml de buffer car-
bonato 0,1 M, pH 10,5 por pocillo. La placa fue leida a 405 nm
en un lector ELISA (Labsystems Multiskan MS). El porcentaje
de la liberacién de -hexosaminidasa fue calculado usando la si-
guiente ecuacion:

% de liberacién = (A - B) x 100/A

donde A es la cantidad de B-H liberada por las células estimu-
ladas por el alérgeno (en OD) y B es la cantidad de B-H libera-
da espontidneamente (en OD) por baséfilos [33]. Los valores de
controles negativos se obtuvieron usando los baséfilos aislados sin
estimulacidn alergénica, en medio RPMI-1640, a fin de observar
la desgranulacién espontdnea inespecifica.

3.7. Cultivos de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC). Efectos de la estimulacion de cé-
lulas mononucleares con PHA o alérgeno.

Se evalud la proliferacién celular en cultivos de células mononu-
cleares estimuladas con 10 pg/ml de PHA-M, con el alérgeno in-
volucrado y sin mitégenos ni antigenos.

Los linfocitos fueron separados de sangre periférica por gradiente
de densidad con Ficoll-Hypaque (Hystopaque® - 1077; Sigma,
St. Louis, USA) y se analizé su viabilidad mediante la técnica de
exclusién al azul de tripdn. Para realizar el ensayo de prolifera-
cién se empled el método colorimétrico del MTTT, utilizando un
equipo comercial (Vybrant®; MTT Cell Proliferation Assay Kit,
Molecular Probes Invitrogen Detection Technologies, Eugene,
Oregon, USA). El MTT es una sal de tetrazolio [3-(4,5-dime-
til tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromuro], la cual es clivada
por las mitocondrias de las células vivas, dando origen a un pro-
ducto (formazdn) de color azul, el cual puede ser detectado en un
espectrofotémetro a 570 nm .

En una placa estéril de 96 pocillos (NUNCLO®; Delta Nunc
Inter Med, Dinamarca) se colocaron los linfocitos en una concen-
tracién de 2 x 10° por pocillo en un volumen total de 200 pl. Las
células fueron cultivadas con RPMI-1640 completo y estimula-
das en ensayos independientes con:

e 10pug/mlde PHA
e 10 PNU/ml de cada uno de los alérgenos correspondientes.
e Sin adicién de alérgeno o mitégeno.

Las células fueron incubadas durante 72 horas a 37°C con 5%
de CO, en atmésfera humeda. A las 60 horas se separaron los so-
brenadantes, que fueron colocados en tubos Eppendorf a —~80°C
para realizar la determinacién de las citoquinas. Se agregaron 100
ul de RPMI-1640 completo y 10 pl de soluciéon MTT (1 mg/
ml de MTT en PBS 0,01 M, pH 7,2) a cada pocillo y la placa
fue incubada a 37°C con 5% de CO, durante 4 horas. Al cabo
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de ese tiempo, se agregaron 50 ul de DMSO por pocillo, para
disolver los cristales de formazdn producto de la conversién del
MTT. Se interpretd el resultado por lectura en espectrofotéme-
tro (Labsystems Multiskan MS) a 570/690 nm. La expansién ce-
lular alcanzada por el mitdgeno cldsico PHA y la producida por el
alérgeno de mayor reactividad fueron comparadas con la prolife-
racion espontdnea de las células sin agregado de mitdgeno o alér-
geno. Se calculé el indice de proliferacién (IP) de acuerdo a la si-
guiente ecuacion:

PI = células estimuladas/ células no estimuladas > 1,20 [34].

Segtin Tuchscherer M, et al. (2002) [34], un IP > 1,20 es indicati-
vo de proliferacién celular.

3.8. IFN-gamma

La sintesis de IFN-y se determind en sobrenadantes obtenidos de
cultivos de PBMC de pacientes y de individuos controles, con y
sin estimulo de PHA. Los sobrenadantes de dichos cultivos ce-
lulares fueron recolectados después de 60 horas de incubacién
de las PBMC, tiempo que requiere el IFN-y para ser secretado.
Las experiencias se realizaron por duplicado. El ensayo se llevé
a cabo siguiendo las instrucciones del equipo comercial Human
Interferén Gamma (Hu- IFN-y) ELISA kit (PBL Bomedical
Laboratories, USA) que cuantifica IFN-y humano utilizando
un inmunoensayo sandwich. El limIT de deteccién del kit para
IFN-y, fue <10 pg/ml [35].

3.9. IL-13

La IL-13 sintetizada por células mononucleares, principal-
mente células Th2, es una citoquina pleiotrépica que tiene ac-
tividad inmunorreguladoras sobre la sintesis de IgE. Los nive-
les de IL-13 fueron cuantificados en sueros de un grupo de pa-
cientes alérgicos antes y después de la IT y en sanos contro-
les. Las experiencias se realizaron por duplicado. El ensayo se
llevé a cabo siguiendo las instrucciones del equipo comercial
EHIL13 Human Interleukin-13 ELISA Kit (Pierce Endogen,
Francia) que cuantifica IL-13 humana utilizando un inmu-
noensayo sandwich. El limIT de deteccién del kit para esta ci-
toquina fue <7pg/ml [36].

3.10. CD23 soluble (sCD23)

Los niveles de sCD23 en ng/ml se evaluaron en un grupo de
nifos y jévenes con y sin IT y en controles. Se realizé el ETA
con equipo Bindazyme TM soluble CD23-EIA Kit MK 112
(The Binding I'T Birmingham, UK), de acuerdo con el pro-
cedimiento indicado en prospecto adjunto. Los pozos de mi-
crotitulacidn se coactaron con Ac monoclonales anti sCD23
humana elaborada en carnero. Se agregaron las muestras de
los pacientes. El sCD23 se uni6 al Ac monoclonal. Después
de una incubacién y lavado se agregd, a cada pozo, anti-IgG
de carnero conjugada con peroxidasa. Se adiciond tetrame-
til-bencidina, que dio una reaccién azul. Se detuvo la reaccidon

con el agregado de solucién de frenado de 4cido fosférico. El
producto se tornd amarillo y la cantidad de color producida
resultd proporcional a la concentracién de sCD23 de cada
muestra. La absorbancia se ley6 a 450 nm en lector Labsystem
Multiskan MS (Multiskam SA, Finlandia). Se consideraron
elevados los valores superiores a 60 ng/ml [37].

3.11. Inmunoterapia

Los tratamientos de IT fueron preparadas con alérgenos es-
tandarizados. Segun los alérgenos se prepararon: unidades
alergénicas: AU, unidades alergénicas bio-equivalentes: BAU,
unidades de nitrégeno proteico: PNU, o diluciones peso/vo-
lumen: w/v. Los alérgenos fueron preparados en concentracio-
nes crecientes, en viales de 5 cc: 0,1 PNU/ml, 1 PNU/ml, 10
PNU/ml, 100 PNU/ml y 1000 PNU/ml, a partir de cada ex-
tracto alergénico que contenfa 10000 PNU/ml o sus equiva-
lentes en las otras unidades estandarizadas. Las diluciones de
los extractos acuosos fueron realizadas en solucién buffer fe-
nol 0,5%. Se aplicaron en cada caso, dosis subcutdneas cada 7
dias. Se comenzé con 0,05 mly se incrementd la dosis cada se-
mana a: 0,1 ml, 0,02 ml, 0,3 ml, 0,4 mly 0,5 ml. Se continué
con dosis de mantenimiento de 0,5 ml hasta finalizar las 12
dosis del frasco 1. Se repitié este procedimiento con los fras-
cos 2,3, 4y 5. Posteriormente se administraron dosis de man-
tenimiento similares a las del frasco 5 [38-40].

Los alérgenos administrados en el IT, de procedencia comercial
(Diater Laboratorios, IPI SA y Allergo-Pharma SRL) fueron si-
milares a los aplicados en las pruebas cutdneas. Los pacientes hi-
persensibles a multiples alérgenos fueron tratados con IT de has-
ta tres alérgenos especificos, de acuerdo con la mayor reactividad
en las pruebas cutdneas.

3.12. Analisis estadistico

Todos los valores obtenidos en los ensayos de esta investigacion se
expresaron como promedio + desviacidn estdndar. Los pardme-
tros fueron evaluados con el programa Graph Pad Prism versién
4.0 (Inc. San Diego, USA, 2004) y comparados con las prucbas
paramétricas de la 7 de Student para muestras apareadas. Se con-
sideraron diferencias estadisticas significativas cuando el valor fue

de p <0,05.

4. Resultados

En todos los casos de pacientes tratados con IT, lactantes, nifios
y adultos, se observé una reduccién en la frecuencia ¢ intensidad
de los ataques de asma. No se determinaron reacciones adversas
ni sintomas de empeoramiento durante o después de la aplicacién
de IT.

Los nifios alérgicos con asma sin IT agravaron su enfermedad
después de un afio, mientras que los tratados con I'T mejoraron
significativamente.

Los nifios y adultos sin I'T disminuyeron los indices porcentuales
de valores individuales en PFE con respecto a aquellos considera-
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Grafico |. En nifios y adultos sin IT, los indices de PFE disminuyeron
(p<0,03 y p<0,01, respectivamente). Después de un afio de IT se ob-
servaron incrementos en los volimenes de PFE (p<0,0001 en ambos
grupos). Los valores siempre fueron menores que los de los contro-
les (p<0,001).

Figura |. Reactividad cutdnea inmediata a multiples alérgenos observa-
da en una paciente de 3 afios de edad con diagnéstico de rinitis y asma.

dos normales de acuerdo con edad vy altura, empeorando sus ba-
jos valores de PFE (p<0,03 y p<0,01, respectivamente). En ambos
grupos se observé un incremento significativo en los volimenes de
PFE en aquellos pacientes con mds de un afo de IT (p<0,0001).
En estos pacientes los valores de PEF mejoraron significativamen-
te, aunque no alcanzaron los valores promedio de los controles
(p<0,001) (Gréfico 1).

Al cabo de un afio, los pacientes sin IT no modificaron la reactivi-
dad cutdnea especifica al alérgeno, mientras que los nifios y adultos
con IT redujeron significativamente la reactividad cutdnea alérge-
no (p<0,001 y p<0,05, respectivamente) (Figura 1y Grifico 2A).
Observamos que los infantes sin I'T mostraron incremento
de los niveles de IgE (p<0,05), mientras los nifios y adultos
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Grafico 2. A. Infantes, nifios y adultos sin IT no modificaron la reac-
tividad cutdnea después de un afio. Los pacientes con IT redujeron la
reactividad cutanea después de un afio (p<0,0001, p<0,0001 y p<0,02,
respectivamente). La menor reactividad cutdnea no logré la ausencia de
reactividad observada en los controles (p<0,0001). B. Los infantes sin IT
incrementaron los niveles de IgE después de un afo (p<0,05) aunque los
tratados con IT no modificaron los valores del inicio. Nifios y adultos sin
IT no observaron modificaciones en las concentraciones de IgE después
de un afio pero estos pacientes con IT disminuyeron los niveles de IgE
(p<0,001 y p<0,05, respectivamente). Los valores obtenidos fueron mas
altos que los de los controles (p<0,02 en los dos grupos).

no observaron modificaciones en esos valores. Al cabo de un
afio, los infantes con I'T no mostraron diferencias en los nive-
les de IgE, mientras los nifios y adultos con IT observaron sig-
nificativa reduccién en los niveles de IgE (p<0,001 y p<0,05,
respectivamente).

En los tres grupos los valores de IgE después del tratamiento
de IT fueron significativamente mds altos que los de los con-
troles (p<0,02) (Grafico 2B).

Nifos y adultos tratados con IT redujeron significativamen-
te los indices de cosinofilia en exudados nasales (p<0,0001
y p<0,01, respectivamente). Los infantes con o sin IT asi
como los nifos y adultos sin IT no modificaron los valores
del afio anterior. Los promedios de los valores obtenidos fue-
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Grafico 3. A. Infantes, nifios y adultos sin IT no modificaron la eosinofi-
lia de mucosa nasal después de un afo. Nifios y adultos con IT redujeron
los indices de eosinofilia de mucosa nasal después de un afio (p<0,0001 y
p<0,01, respectivamente). Sin embargo, los valores alcanzados fueron mas
elevados que los de los controles (p<0,01 en ambos grupos). Los infantes
con IT no modificaron los valores iniciales. B. Los infantes y nifios sin IT
no modificaron los valores de eosinofilia sanguinea. Los adultos sin IT em-
peoraron, alcanzando niveles de eosinofilia sanguinea mas altos que los ini-
ciales (p<0,01). Después de un afio, los nifios con IT redujeron los indices
de eosinofilia sanguinea (p<0,0001), y los infantes y adultos con IT no mo-
dificaron los valores después de un afio. Sin embargo, los valores alcanza-
dos fueron mas altos que los de los controles en los tres grupos (p<0,01).

ron mds altos que los observados en los controles (p<0,01)
en los tres grupos (Gréfico 3A).

Los infantes y adultos con IT y nifos sin IT no modificaron
los valores de cosinofilia sanguinea. Los adultos sin IT incre-
mentaron los valores de cosinofilia sanguinea inicial (p<0,01).
Los nifos con IT redujeron los valores de eosinofilia sanguinea
(p<0,0001). En los tres grupos con I'T los valores fueron mds al-
tos que los de los controles (p<0,01) (Grafico 3B).

Nuestros pacientes sin IT no modificaron los indices de libera-
cién de B-H después de un afio. Sin embargo, los otros tres gru-
pos de pacientes con IT redujeron la liberacidén de B-H: infantes,
nifios y adultos (p<0,0001, p<0,0001 y p<0,003, respectivamen-
te) (Grafico 4).

nifos

{ adultos
infantes {

50 =
25 9
0

Grafico 4. Se muestran las tasas de liberacién de B-H de basdfilos de-
safiados por el alérgeno especifico, respecto a la liberacion esponta-
nea de B-H en ausencia del alérgeno. Infantes, nifios y adultos sin IT no
modificaron los indices de liberacion de B-H después de un afo. Los
pacientes con IT redujeron la liberacién de B-H (p<0,0001, p<0,0001
y p<0,003, respectivamente). Los promedios de los niveles obtenidos
fueron més altos que los de los controles (p<0,02,en los tres grupos).|

759

B-hexosaminidasa liberada (%)

Las PBMC de infantes, nifios y adultos sin I'T no modificaron los
indices de proliferacién desafiadas con el alérgeno especifico. Las
PBMC de infantes y nifios con I'T redujeron los indices de proli-
feracién frente al alérgeno (ambos p<0,05) (Gréficos SA 'y 5B).
Los niveles de IFN-y en sobrenadantes de PBMC de nifios no se modi-
ficaron con la IT. Los niveles de IFN-y de los alérgicos fueron menores
que los observados en los controles: antes de la IT, p<0,02 y después de
[aIT, p<0,05. Las PBMC estimuladas con PHA de pacientes sin o con
IT y de controles respondieron con similares indices de expansion celu-
lar, demostrando una idéntica funcionalidad (Grafico 6A).

En nuestra investigacion, aunque los niveles de IL-13 no se redu-
jeron al cabo de un ano de IT, la mejoria clinica fue evidente. Los
niveles de IL-13 de los alérgicos antes de la IT fueron mds altos
que los de los controles (p<0,05); estos valores no se modificaron
después de un afo de IT (Gréfico 6B).

Los ninos y jovenes alérgicos mostraron mayores niveles de
sCD23 en suero que los controles (p<0,001). Los valores de
sCD23 no se modificaron en pacientes sin o con I'T (Gréafico 7).

5. Discusion y conclusiones

La evaluacién del PFE es un reflejo de la calidad de vida de los ni-
fios asméticos y permite predecir las exacerbaciones o crisis [38].
En nuestro estudio observamos incremento en los volimenes de
PFE en los pacientes con més de un afio de IT. Estos resultados
coinciden con los hallazgos de Ajduk et al. (2008) [19] y Des
Roches et al. (1996) [39].

Otros autores demostraron que la IT con Dermatophagoides pte-
ronyssinus, redujo el riesgo de asma en nifios. Ellos vieron después
de 24 meses de IT que los valores de PEF fueron iguales o mayores
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Grafico 5.A. Las PBMC de nifos adultos, estimuladas con PHA, des-
pués de un afo sin o con IT no modificaron los indices de prolifera-
cion (Pl). B. Las PBMC de infantes, nifios y adultos sin IT, cultivadas y
desafiadas por el alérgeno especifico, no modificaron los PI. Las PBMC
cultivadas de infantes y nifios con IT disminuyeron los Pl frente al alér-
geno especifico, después de un afo, para ambos grupos (p=0,05). Las
PBMC cultivadas de adultos con IT, al cabo de un afo, no modifica-
ron los Pl
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Grafico 7. Los niveles de sCD23 (ng/dl) en sueros de nifios y jove-
nes, con o sin SIT no se modificaron. Los pacientes alérgicos mostra-
ron mas altos niveles de sCD23 respecto de los controles (p<0,001).
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Grafico 6.A. Los niveles de IFN-y en sobrenadantes de cultivos de
PBMC sin estimulo (WS) de nifios y jovenes con IT no se modifica-
ron. Los pacientes alérgicos mostraron niveles de IFN-y menores que
los observados en los controles (p<0,02 antes de la IT y p<0,05 des-
pués de la IT). Las PBMC de pacientes con IT, cultivadas y estimula-
das con PHA, antes o después o de los controles, liberaron similares
niveles de IFN-y. B. Los niveles de IL-13 en sueros de pacientes antes
del tratamiento fueron mas altos que los de los controles (p <0,05).
Los niveles de IL-13 en sueros de nifios y jovenes con IT no se modi-
ficaron. Ademas, los valores de IL-13 después de un afio de IT fueron
similares a los de los controles.

al 80% en 76% de los nifos. Nuestros resultados coinciden con al-
gunos autores que encuentran después de I'T mejorfa en todas las
variables clinicas, tasa de PEF y niveles de IgE. [8, 9, 39,40].
Encontramos que la reactividad cutdnea especifica fue reducida
después de un afio de IT. Estos datos coinciden con los hallazgos
de Cevit et al. Ellos sugieren que las pruebas cutdneas pueden ser
usadas como un indicador de la eficacia de la inmunoterapia [20].
En pacientes con mds de un afio de I'T, nosotros observamos una
reduccién en los niveles promedios de IgE del suero. Es bien co-
nocido que la aplicacién de extractos alergénicos modificados re-
duce la sintesis de IgE, como se ve en nuestros hallazgos [12].
Muchos autores han demostrado la mejorfa de pardmetros inmu-
noldgicos y clinicos en nifios alérgicos asméticos después de dife-
rentes perfodos de IT [40].
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Ebo D et al. comprobaron la eficiencia de IT con éptimos resul-
tados a los 3 afios y reduccién de los niveles de IgE especifica a va-
lores normales [41].

Por otro lado Cevit O et al. no lograron modificar los valores de
IgE especifica y total después de un afio de I'T [20].

Nifos y adultos tratados un afio con IT redujeron los indices de
eosinofilia en mucosa nasal. En nuestro estudio, solamente los ni-
fios redujeron los niveles de eosinofilia sanguinea. Estos resulta-
dos coinciden con los de otros autores [10-12]. Akdis (2008) de-
mostré que después de IT la actividad de células Treg que produ-
cen IL-10 y TGF-B, permiten la tolerancia al alérgeno [12].
Observamos que la liberaciéon de B-H alérgeno especifica de ba-
séfilos fue reducida después de un afio de I'T. Ebo D et al. (2007)
[41] vieron, después de 3 afios de I'T, que el 60% de los pacientes
tenfan la prueba de activacion de baséfilos negativa; esta técnica
es una herramienta 1til para el diagndstico del alérgeno involu-
crado en la reaccién de hipersensibilidad. En nuestro estudio, la
prueba de la B-H fue de eficiencia diagndstica para evaluar la evo-
lucién de la enfermedad y la eficacia de la IT.

Los indices de proliferacién de PBMC de ninos y adultos, esti-
muladas con PHA después de un afio sin o con IT, no se modi-
ficaron. Estos resultados concuerdan parcialmente con los de
Burastero et al. (2008) [21].

Los indices de proliferacién con PHA al comienzo y después de
un afio de IT proliferaron como sin estimulo. Sin embargo, des-
pués de un afio la expansioén celular producida por el alérgeno es-
pecifico fue similar a la de las células cultivadas sin estimulo.

En los pacientes evaluados no cambiaron los valores de IFN-y
después de un afio de I'T. Antanez C et al. (2008) [42] estudiaron
pacientes alérgicos tratados con IT sublingual o subcutinea por 2
afios; observaron significativa reduccién de IgE en ambos grupos
y una leve desviacién Thl en el grupo con IT subcutdnea debido
al incremento en las tasas de IFN-y.

En nuestro estudio, después de un afo de IT, la mejorfa clinica
fue evidente aunque no se observaron diferencias en los niveles de
IL-13. Nuestros hallazgos no concuerdan con los de Plewako H
etal. (2006) [43], quienes encontraron una correlacién entre la li-
beracién de histamina de baséfilos y la produccién de IL-4 ¢ IL-
13, y notaron que la sintesis de esta citoquina se reducia después
de la IT. Observamos que los niveles de sCD23 en sucros de ni-
fios y jovenes no se modificaron después de un afio con IT. Estos
resultados concuerdan con los de Ye Y et al. (2006) [44].

En nuestro caso, los niveles de sCD23 de pacientes alérgicos al-
canzaron valores mds altos que los de los controles. Sin embar-
go, Klabusay M et al. (2006) [22] encontraron niveles similares
de sCD23 en alérgicos ¢ individuos sanos. Roever A et al. (2003)
verificaron que sCD23 participa en la regulacion de la sintesis de
IgE. Otros autores observaron que la expresion de CD23 en cosi-
néfilos fue similar en alérgicos y no alérgicos [8,9].

En conclusién, la reactividad cutdnea reducida y la baja liberacién
de B-H fueron pardmetros indicadores utiles de la evolucién fa-
vorable en los tres grupos de pacientes con IT. Las observaciones
realizadas sugieren la eleccion de diferentes pardémetros para mo-

nitorear la evolucién de la enfermedad y la eficacia de [a IT a cada
edad. Los pardmetros de eleccidn en los infantes fueron: la de-
terminacién de la liberacién de B-H de los baséfilos desafiados
por el alérgeno y la proliferacién de las PBMC estimuladas con el
alérgeno especifico.

En nifos, los principales pardmetros indicadores de la evolucién
favorable de la enfermedad fueron: incremento del indice PFE,
descensos de eosinéfilos en sangre y mucosa nasal, reducidos ni-
veles de IgE y escasa reactividad cutdnea. En ellos, después de un
afio con I'T, hubo incremento de la tolerancia por la disminucién
de la proliferacién celular inducida por el alérgeno.

En los adultos podrian ser mds dutiles el incremento del in-
dice PFE, la determinacién de los niveles de IgE, eosindfi-
los de mucosa nasal, reactividad cutdnea y la liberacién de B-H
alérgeno-especifica.

Es posible que la inmunomodulacién de IT sobre la sintesis de
IL-13 ¢ IFN-y, asi como la reactividad celular frente a PHA hu-
biera requerido un mayor tiempo de tratamiento. Serfa necesa-
rio evaluar después de un periodo més prolongado los pardmetros
que no se modificaron en un afio de I'T.

La IT demostrd eficacia terapéutica en pacientes asmdticos y
cambios en algunos pardmetros clinicos, celulares y molecula-
res. Algunos de esos pardmetros fueron indicadores de la evolu-
cién de la enfermedad y otros se modificaron de acuerdo con las

edades.
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Modificaciones por inmunoterapia

Anexo.

Tablas | a 9. Casuistica.

Tabla 1. Grupo de los infantes alérgicos asméticos tratados con inmunoterapia.

Infantes Edad Diagnéstico Eosindfilos Eosinéfilos IgE Liberaci(’)n.dc.a MTT ) Pru’ebas IL-13
conIT ensangre en exudado @-hexosaminidasa E/PHA /alérgeno cutdneas
LA 2 AsRi 6-396 ++ 245 LV17,PH21,HA10 1,347/2,896/1,709 PH+
4 Ri 5-340 ++ 199 PHII 1,874/2,979/2,012 PH-
28] 4 AsRi 1-50 ++ 90 PH46 1,544/1,799/1,679 HA+++
5 Ri 1-52 ++ 98 PHI1 1,137/2,455/2,115 HA+
4 AsRi 4-480 ++ 378 HA28,PHS, LV34 2,143/2,568/2,435 PH++
3CA 5 AsRi 4-510 ++ 172 HA28 2,097/2,759/2,112 neg
2 As 1-55 ++ 198 HA45 1,455/1, 840/1,804 HA++
40T 4 Sin sintomas 2-100 - 85 HA23 1,907/2,143/1,894 neg
S EF 4 AsEcc 4-610 ++ 1770  PH45,LV30 0,552/0,732/0,729 HA++++ 20
6 Eccleve 4-288 ++ 879 PHA43 0,895/1,432/0,952 ++ 21,9
4GB 4 AsRi 4-384 +++ 193  HA38 2,720/3,532/2,845 HA++
5  Asx2 Ri<frec 5-365 ++ 71 HA13 2,569/3,659/2,444 HA+
4 Assever 4-446 +++ 122 PH41,HAG63 0,541/1,875/1,434 PH++, HA++ 185
7GE 5 As 4-484 ++ 34 PHI13,HA31 0,988/2,051/1,153 neg, + 18,5
S MA 4 AsRi 3-280 ++ 102 PH-,HA28 1,482/2,229/2,054 HA+
6  AsRi 4-432 ++ 312 HAIO 1,659/1,971/1,697 +
ONL 4 AsRi 5-370 +++ 217 HAS2 1,440/1,798/1,664 HA+++
6  AsRi 12-320 +++ 163 HA25,LV3 1,702/2,418/1,935 +
3  RiAsEcc 5-532 ++++ 196 HA5S4 0,778/1,505/ 1,213 HA+
10PL 4 RiAsEcc 2-518 +++ 64 PHS8,HA20,G22,LV31 1,127/1,863/1,211 HA neg
3 AsEccPr 2-210 ++++ 221 PH71,HA71,G61,LV92  1,445/2,117/2,014 HA+++
PP 5  Ecc 3-180 +++ 115 PH44,HA39 1,856/2,739/1,864 HA+
11 2 AsRi 4-348 ++ 84 LV21,PH35, HA65 0,568/0,965/0,755 HA++
3 RiEcc 5-306 ++ 52 HA32 0,894/1,542/1,002 HA neg
2 As 4-244 ++ 45  HAS9 1,190/2,276/1,543 HA+++
PRI 3 Asxlleve 4-168 ++ 48 HA3,HA22,LV3 1,278/1,793/1,521 HA+
3 AsRiEcc 4-516 ++++ 245 HAG63,PH72 1,995/2,467/2,594 PH++
14RL 4 Asx3levesRi 5-324 ++ 199 HA46,PH39 1,971/2,709/1,989 PH+
15 VA 2 AsRi 8-640 +++ 93 PH63,HA34 0,782/1,425/0,968 PH++
3 AsRi 3-363 +++ 56 PH7,HAI2 0,720/1,738/0,886 PH-
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Tabla 2. Grupo de los infantes alérgicos asméticos que no recibieron inmunoterapia.

Iflfantes Edad Diagnéstico Eosindfilos Eosindfilos IgE Liberacién.d.e MTT , Pru.el.)as cutdneas IL-13
sin IT ensangre  en exudado B-hexosaminidasa E/PHA/alérgeno positivas
L AA 3 AsRi 5-250 ++ 124 PH23,HA3,LV62 1,867/2,568/2,342 PH+
4 AsRi 7-490 +++ 267  PH31,LV67 1,917/2,893/2,119 PH+
2 AsRGE 5-360 + 69 HA30 1,327/2,803/2,561 HA+
2Be 3 As Ri Ecc 4-515 ++ 95 HA45 1,231/2,956/1,872 HA++
3 As 4-270 ++ 44 PH72,HA74 1,418/1,635/1,440 HA+++
3CE 4 As 5-402 ++ 45  HA76 1,655/1,893/1,741 HA+++
4GR 4 RiEcc 1-112 ++ 111 HA45 2,197/2,584/2,213 HA+
5 Ri Ecc 3-189 ++ 197 HAA48 2,078/2,642/2,153 HA+
S GMG 2 Ri As 5-350 +++ 346  HA35,PH37,LV3 0,389/0,814/0,778 PH++
4 RiAs 5-360 +++ 430 PH48 0,478/1,032/0,561 PH+++
3  RiAs +++ 84  Pc22 0498/1,163/1,185 Pe++
66O 4 RiAs +++ 108 Pc35 0,877/1,978/1,342 Pet++
778 3 AsRi 8-416 +++ 221  PHI18,HAS2,G3,LV3  1,127/1,870/1,456 HA++
4 AsRi 6-384 +++ 572 HA71 1,585/2,437/2,117 HA+++
$ LM 4 As 2-234 + 190  PH28,HA28,LV25 1,899/2,567/2,589 PH++
S AsRi 5-420 +++ 274  PH27 1,765/2,855/2,658 PH++
4 RiAs 3-268 ++ 124 HA41,G17 1,076/2,753/2,293 HA++, Pct++ 108
LS 5 Ri As 5-445 +++ 222  HAG63 1,126/2,654/2,437 HA++, Pc+++ 221
10MA 2 AsRi 5-387 ++ 98 HAIS,PH26, V84 2,143/2,586/2,459 PH+ 572
4 AsRiEcc 5-400 ++ 231 PHS53 1,993/2,644/2,087 PH+
117D 3 Ri As 2-120 43  HA70,PH71,LV9 0,717/1,573/1,006 PH+
4 AsRi 3-180 38 PH77 0,867/1,895/1,462 PH+++
2 EccAsRi 3-363 ++ 98 PHS58 1,269/2,085/1,853 PH++
12Qs 3 As Ri Ecc Prur 2-270 +++ 296  HA34,PH49,LV76 1,654/2,122/1,997 PH++
2 Ri 2-680 +++ 58  PH2S resto neg 1,204/2,206/1,959 PH+
13 RA 3 As 4-720 +++ 215  PH37 1,102/2,389/1,980 PH++
Tabla 3. Grupo control, integrado por infantes no alérgicos.
ir(:f?t::j:s Edad - Diagnéstico Ee(:ls::)fgi'zs eE: Z::::l{ilc‘l)s IgE ](g-lll::;?)cs:::i:‘iedasa I]:[/'f”ll-‘lA/ alérgeno IL-13
1BJ 4 Sin sintomas 2-72 - 23  HAIl 1,896/2,798/1,875
2BT 3 Sin sintomas 1-61 - 27  HAI10,GI10 0,956/1,054/0,897
3CM 2 Sin sintomas 0,5-36 - 18 HAI13,G13,PHI11 1,539/2,502/1,522
4ML 3 Sin sintomas 0,5-29 - 15 HAG6,G9,PH14 1,203/1,745/1,488
5SNJ 4 Sin sintomas 1-50 - 5 PHS,HA9 0,573/0,865/0,674
6RP 2 Sin sintomas 0,5-40 - 21  HA6,LV12,LC7 1,547/2,653/1,534
7ST 1 Sin sintomas 1-62 - 11  PHIS8, HA13,LV12 1,482/1,913/1,529
8 SM 1 Sin sintomas 0,5-38 - 13 HA3,LV3 1,614/1,701/1,769
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Tabla 4. Grupo de los nifios alérgicos asmaticos tratados con inmunoterapia.

Nifios Eosinéf Eosinéf Liberacién de MTT Pruebas
c/IT Edad - Diagnéstico sangre exudado IgE @-hexosaminidasa E/PHA/alérgeno  cuténeas PEE 1IL-13
e 11 RiSin As 13-474 +++ 193  PH78,HA73 1,265/1,598/2,122  PH+++ 41 10,60 21,17 222.090 45
13 As 2-180 +++ 107  PH35HA42 1,539/2,502/2,015  +++ 63 157 50,80 299.630 9
2 BF 5 As 5-560 +++ 697 HA6S 0,530/1,193/0,700 HA++++ 54 1750 50,86 310.400 60
6 Ri 5-255 + 218 HAI2 0,983/1,521/ 1,106, ++ 75 168 52 311.240 9
3CE 5 AsOt 3-157  ++++ 112 HA3,PH67 0,890,1,510/1,020 HA+++ 61 25 70,58 214.250 122
6 S/sintomas 2-154 + 63 PH14 0,865/1,589/0,890  ++ 75 166 635 350400 25
4EA 11  AsRi 5-300  ++++ 780 PHG69,HA92,1V73 0,700/1,455/1,200 PH++HA++ 50 17,80
12 Ri 5-449  ++++ 390  PH45,HA54,1V47 1,300/2,006/1,280  ++,++ 73 70
SEM 9 AsRi 10-450 ++ 1590 HA72,PH70,G68,A59 1,193/1,530/1,600 G++,A++ 54 1540 131
10 Ri 4-308 ++ 222 HA32,PH34,G18,A23 1,450,/2,465/1,760 Neg,+ 88 7,00 40
GEL 6 AsRi 23-1219  +++ 256  PH65,HA74 0,635/1,869/1,502 PH++HA++ 50 19,20 162
8 AsRi 5-475 +4 92 PH29,HA19,G41,LV12 0,472/1,778/0,989  +,+ 75 75 39
8 As 15-1162  +++ 415 PHI17,HA48,G13,LV3 1421/1,77/1,444  HA++ 50 180
7ES 9 As 4-750 ++ 253 PH28,HA23,G36 1,950/2,353/2,015 + 64 60
- 8 Asx3 27-1431  +++ 1000 PH74,HA79,HP79,G76 2,267/2,246/2,367 HA+++ 62 233 250
10 Asxl 7-560 ++ 877  PHS55,HA43 2,159/2,879/2,099  ++ 87 235 63
9GM 7 AsRi 8-1044 ++++ 627  PH3,HA6S 1,482/2,229/1,826 HA+ 81 235 21,17 322.090 381
8 Ri 4-340 +++ 330 HA38 1,745/2,178/1,797  neg 81 164 668 199.630 70
10G] 12 As 7-616 +++ 726  PH43,HA23 0,583/1,209/0,910 PH+++ 82 15 50,86 210.400 385
13 As 5-434 +++ 487  PH3,HA6 0,530/1,870/0,729  + 86 10 60 211.240 120
1M 6 AsRi 20-1200  ++++ 680 HA28,G38 0,655/0,869,0,899  G++++ 75 70,58 314250 388
10 Ri 8-400 ++ 137  HAI12,G30 1,184/1,596 + 86 45,50 350.400 130
2 IE 11  RiSiAs 4-474 +++ 588  PH48,HA18,G90 0,925/1,853/1,113 PH++ 63 2513 21,17 222.090 430
12 Ri 4-270 + 219  PH26,HA22,G27 0,389/0,814/0,620 + 79 286 55,50 299.630 150
13MD 8 AsRi 13-1280  +++ 920 PH57,HA80,G25 1,112/1,762/1,376 ~ A+++ 77 288 50,86 310.400 448
10 Ri 7-290 +++ 380 PH22,HA30,G2 0,938/1,320/1,430  +++ 86 262 61,1 211.240 190
JANL 5 RiAs 10-600 ++ 554  HASS5,PH83,G21,A20 2,229/2,798/2,540 PH++++ 83
6 Ri 5-350 + 142 HA31,PH25 2,187/2,754/2,109 + 88 11,8
150G 10  AsRi 10-550  ++++ 726 PH69,HAS85,G76 0,792/1,31/0,925  Pct++++ 77
11  AsRi 1-48 ++ 487.4 PH23,HA33,G21 0,672/0,969/0,983  ++ 89
1608 5 As 12-1100  +++ 940 LV3,LC3,PH75,HA78 0,478/0,976/0,588 PH+++ 79 70,58 214.250 472
6 As 5-200 ++ 445  PH37,HA36 1,035/1,635/1,013  ++ 100 53,3 350400 290
17 PP 5 AsRiDerm  2-194 +++ 180 PH71,HA71,G87,LV92 1,980/2,333/2,012 Pct++ 59 21,17 322.090
6 AsRiDerm  2-104 + 94 PH42, HA38,G32,LV39 2,188/2,678/2,102 neg 86 55,50 199.630
18 PA 5 RiSin As 8-620 ++ 86 PH24, HA28, G34 0,865/1,177/1,165 G+++ 55
6 RiSin 5-460 ++ 67 PHI17,HA18,G3 0,943/1,468/1/212  ++ 80
19RV 9 Asx7 crisis 5-400 ++++ 601  PHS4,HAS5,G45 1,636/ 2,771/2,496 Pct+++ 45 50,86 210.400 497
10 Asxl crisis 5-350 ++ 424  PH41,HA42 1,865/2,557/2,103  ++ 71 194 4820 211.240 316
J0RG 11  RiSinAsx8  7-498 + 812  PH77,HA80 1,122/1,986/1,404 48
13 RiSin 10-535 ++ 213 PH63,HA36,G3 1,079/1,700/1,227, 78
21 RM 8 As 7-328 ++ 170 PH45,HAS5,G74,LV60  2,090/3,214/2,359  A++ 80
9  S/sintomas 3-210 + 37 PH38, HA34, G41,LV22 2,154/3,199/2,201 neg 91
25 8 AsRi 2-410  ++++ 387 PH37,HA42,G25 2,198/3,124/2,602 HA++ 78 650
9 Ri 3-180 +++ 190 PHI2,HA23,G8 2,089/2,988/2,111 ++ 90 320
23TM 6 AsRi 6-303  ++++ 662  PH74,HAS6,G36 2,065/3,343/2,871 G+++ 46 70,58 314.250
7 Ri 4-240 ++ 600  PH43,HA45,G30 2,114/3,128/2,423 neg 67 57,8 350.400 370
24VD 9 As 8-328 +++ 422 HA43,HP53, G20 0,932/1,534/1,470 HA, A+++,Pc+++ 54
11  Tosnocturna  6-340 +++ 241  HA3,HP3,G20 0,884/1,472/0,892 HA, A++,Pc+ 68
25 VE 5 AsRiSinPr 6-842  ++++ 1133 HA74,LV51,PH78,G76 1,087/2,122/1,856 G+++HA+++ 62
7  Pr,As 8-332 ++ 680 HAI3,LV33,PH24,G3  1,126/2,249/1,677 G++ HA++ 75 390
26VS 12 AsSin 10-775 ++++ 109  HA31,HP25,Enl 1,269/1,866/1,667 HA+++ 60
13 RiSin 2-180 ++ 116  HA3,HP3,LV52 1,261/1,281/1,416  + 85
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Tabla 5. Grupo de los nifios alérgicos asmaticos que no recibieron inmunoterapia.

1\.Iiﬂos Edad Diagnéstico Eosinéfilos  Eosinéfilos IgE Liberacién.d? MTT ’ Pru.el.)as cutdneas Pic.o ﬂujf)

sin I'T ensangre  en exudado B-hexosaminidasa E/PHA/alérgeno  positivas espiratorio
5 AsRi 8-660 +++ 785 PHI8, HA3 1,049/1,225/1,558  PH+ 54

tac 6 AsRi 12-680 +++ 568 PH32,HA28 1,377/1,890/1,656  PH+ 46

5 BA 5 AsRi 8-824 ++ 512 HAA49, PH44, G26 1,413/1,705/1,447  HA++ 57
6 AsRino Sin 7-630 +++ 1000  HAG60, PH27,LV57 1,379/2,021/1,863  HA++ 52

11 As 8-440 +++ 1320 PH3,HA14, G38 1,445/2,129/1,878  G+++ 59
IEN 12 AsDermat 12-1210 +++ 2000 G44 1,563/2,359/2,127  G+++ 53
11 As 19-1016 +++ 656 PH29,HA30,HP17,G17  1,300/1,586/1,552 HA++ 57

4] 12 AsRi 14-1265 +++ 976  PH65,HASS, G45 1,547/1,978/1,867  +++ 50

5PM 7 As 2-180 +++ 312  HA72,A73,G72,PH25 0,950/2,133/1,036  +++ 59
8 AsRiEcc 7-630 +++ 514 HA77,A71,G68 1,125/2,549/1,855  +++ 55

6RP 6 RiSin 5-240 +++ 723 PH26,HA10, G40 0,573/1,124/0,865  G++ 64
7 RiSinAs 4-280 +++ 754  PH56,HA 32, G48 0,875/1,090/0,774  G+++ 44
7  AsRi 5-177 ++ 156 PH52, HAS4, HP57 0,620/1,897/0,967 58

Ty 9 AsRiSin 9-540 +++ 674 PH61,HA70 0,786/1,746/0,861 56
6  Ecc 8-424 ++ 395 PHIS5,HA23,LN9 1,072/1,141/1,192  G+++, Pe+++ 69

SRR 8  As,Ri, Ecc 121-200 +++ 872 PH37,HAS2 1,154/1,967/1,388  ++++, +++ 57

10V 8  AsDermat 17-1800 ++++ 1100 HA72,PHS83, G85 1,530/1,840/1,729  HA+++, G+++ 68
9 Dermatitis 18-1970 ++++ 2500 HAS81,PH88, G87 1,698/2,050/1,893  HA++++, G+++ 64

Tabla 6. Grupo control, integrado por nifios no alérgicos.

IFN-
1c\j)i:;l::'soles Edad Diagn Ee(:'nsis:.i‘;i:s eEno Zﬁ:ﬁ?j IsE ;—ill:::)cs::iﬁfdasa EII/’II;I-IA/ alérgeno z:;z IL-13 s/mitji’)geno i’l::;Y sCb23
o antigeno

1AD 5  S/sint 0,5-34 65 HAI12,HP11,PH3 0,969/1,596/0,996 83 9.2

2AG 10 S/sint 0,5-22 78 HAI2 0,985/2,212/0,853 90

3BA S/sint 0,5-74 38 HAI12,LV8,LCY 0,925/1,853/1,006 98

4CJ S/sint 0-15 90 PHS8,HA4,G4,LV8  1,183/1,455/1,147 90

5CT S/sint 1-56 54 PHI1, HA6 1,620/1,888/1,794 102

6GJ 10 S/sint 0,5-30 13 PHS5,HAI18 0,874/1,292/0,951 90

7 MM 5 S/sint 1-50 111 PHI10,HA3,HP11 0,296/0,320/0,409 94

8§ MA 5 S/sint 1-88 62 PHI2,HA6,G3 1,482/1,826/1,329 95

9VL 12 §/sint 1-62 49 PHI10,HAIS, Pcl5 1,896/2,547/1,814 100
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Modificaciones por inmunoterapia

Tabla 7. Grupo de los adultos alérgicos asmaticos tratados con inmunoterapia.

Adultos

Eosinéfilos

Eosinéfilos

Liberacién de

MTT

Pruebas cutdneas

con IT Edad Diagnéstico ensangre  en exudado IgE B-hexosaminidasa E /PHA / Alérgeno  positivas PFE
34  AsRiAnaf 2,5-150 ++ 199 PH23,HA28, G26 1,212/2,670/2,002 HA++ 75
1BG 35  Sin sintomas 2-120 - 96  PHI12,HA1l,G10 1,322/1,970/1,778 + 87
2 BG 14  RiSin As 3-390 ++ 252 HA74,G76,Ph74 1,539/2,502 HA++++, G++++ 79
17 Ri 3-200 + 141  HAS53,G33,PHS57 0,935/1,439 ++, +++ 90
19 As Angioed 6-372 ++++ 600,80 HAS3 1,106/1,336/1,521 HA, G+++, Pc+++ 60
3D 21  Sin sintomas 2-150 ++ 224 G52,HAS2,PH50 1,766/2,879/2,097 +, ++ 78 360
16 RiSin As 1-59 +4+ 219 PHé61,HA74, G49 0,570/0,876/1,044 G+++, HA+++ 87
4FE 17 RiSi 2-105 +++ 261 PH32,HA23,G43 1,206/1,474/1,487 +++, ++++ 91 410
SGC 32 UrAsRi 3-280 +4+++ 534  PHS4, HAS82, G438 1,207/2,450/1,036 HA+++ 72
33 Ripocascrisis 3-180 +++ 213 PH34, HA45, G41 0,918/2,298/2,110 ++ 80
6 OF 23 AsRi 3-183 +++ 398 PH44, HAS4, HP62 0,784/1,065/0,964 HA++ 65
24 RiSi 4-103 ++ 247 PHI12,HA3 1,750/3,528/2,258 HA++ 75
13 RiSinAs 8-642 +++ 170 PHI15,HA30, G38 1,324/1,989/1, 502 HA++, G+++ 86
70D 14 Sin sintomas 7-480 + 37 PH14, HA20, G20 1,178/1,412/1,259 ++, ++ 100
40  RiAs 6-350 +++ 387 HA28,PH42 0,748/1,607 PH+++, Plu+++ 50
SRR 42 Algunas Ri 3-135 + 266 HA3,PHS 1,111/1,622/1,271 neg, ++ 75
16 RiAs 1-282 ++ 152 HA30 1,697/2,439/1,828 PH++ 45
I8¢ 17 RiAs 3-37 + 37  PH3,HA17,HP20,LV3 1,583/2,014/1,590 neg 77
Tabla 8. Grupo de los adultos alérgicos asmaticos que no recibieron inmunoterapia.
e e O
e 21  AsRi 2-650 ++++ 682 HAI10,PH51, G4 2,470/2,807/2,346 PH+++ 72
23 AsRi 4-680 ++++ 1200 PH71,HA28,G39 2,079/2,865/2,454 ++++ 64
26 As 5-385 + 120 HAI14,G33,PH28, res-  1,301/2,803/2,561 HA+ 65
2 FME 27  AsRiSin 7-355 +++ 214 HA34, G45 1,601/2,909/2,518 HA++ 62
3G) 15  RiSin As 2-120 + 186 HA39, HP30, G38 2,143/2,586/2,459 G++, Pc++ 58
16  RiSin As 7-420 ++ 290 PHS86, HAS6 1,301/2,813/2,561 ++, +++ 47
4GC 20 AsRiSin 2-280 ++ 135  PHS51,HA63, G38 1,391/1,977/1,721 PH+, Pc+ 69
21 AsRiSin Anaf 7-375 +++ 376 HA43,PH44 1,209/2,096/1,987 ++, +++ 60
48  RiSin 3-315 ++ 145 PHI14, HA29, G46 1,967/2,339/1,980 G+++ Pct+++ 73
SHE 50  RiSinAs 12-658 +++ 321 PH43,HA41 1,518/1,635 G++++, Pet+++ S5
6pC 44  RiAs 8-348 ++ 95 HA37 0,684/1,432/0,941 HA++, G+ 62
45 Dermatitis As 20-800 145 HA28,PH44 0,488/0,866/1,170 HA++, G++ 50
7 RA 20 RiAs 3-267 152 HA33,HA24 1,220/1,526/1,564 HA++, G+++,PC+++ 80
21  HVSCr As 5-520 230 PH42,HA44,HP52,G38 1,209/1,688/1,587 +++, +++, +++ 65
SRA 14  PrRiAs 4-304 ++ 128 HA31,LV4, HPS 2,407/2,870/2,433 HA++, G+++ 70
15  PrRiAs 3-448 +++ 341 PH29,HA47,Gl17 2,210/2,888/2,576 ++, ++ 55
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Tabla 9. Grupo control, integrado por adultos no alérgicos.

Adultos Edad Diagnéstico Eosinéfilos Eosinéfilos IgE Liberaci()n.d? MTT ’ Picfo
controles en sangre en exudado B-hexosaminidasa E / PHA / Alérgeno flujo
1CM 44 Sin sintomas 1-60 - 79  PH3,HA3 2,324/3,576/2,350 87
2FH 50  Sinsintomas 0.3-15 - 15 PH3,HA3,HP3 2,433/2,896/2,345 90
3LV 34 Sinsintomas 1-70 - 91  PH9,HA8 1,218/2,830/1,432 88
4MF 24 Sin sintomas 0.5-35 - 61  PH6,HAIL HP5,G8 1,545/1,672/1,165 90
SM]J 50  Sinsintomas 0.2-14 - 16 HA8 G3 A5 Pc5 0,833/1,052/0,918 100
6MC 33 Sinsintomas 0.5-52 - 14  PH4,HAG6, G5 1,659/2,674/1,344 100
7 SB 48 Sin sintomas 0.5-22 - 25  HAI3,HP3,PH2 1,950/2,463/2,014 98
8SJ 31  Sinsintomas 0.3-20 - 100 PHI12,HA7,G9 1,745/3,806/1,836 92
9SM 15 Sinsintomas 0.4-16 - 32 PH7,HA3 0,895/2,754/1,114 93
10 VM 49 Sinsintomas 1-65 - 82  PHS8,HAS 1,782/2,451/2,049 100
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