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ABREVIATURAS Y SIGLAS MAS COMUNES.

ADE.- Adenovirus

ECP.- Efecto Citopatico

GM-CSF .- Factor estimulante de la colonia de macréfagos granulociticos
IA.- Influenza A

IB.- Influenza B

ICAM.- Moléculas de adhesion intercelular
[FN.- Interferén

IL.- Interleucinas

[RA.- Infecciones respiratorias agudas
LTC.- Leucotrienos

MBP.- Proteina basica principal

MIP.- Proteina inflamatoria de macréfagos
PAF.- Factor activador de plaquetas

PI.- Parainfluenza

‘TNF.- Factor de necrosis tumoral

VSR.- Virus sincitial respiratorio



RESUMEN

Las infecciones respiratorias virales pueden exacerbar el asma principalmente en
nifios. Por tal motive en el Departamento de Investigacion en Virologia y en el Servicio
de Pediatria del instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) se realizo el
estudio y se trabajé con 79 nifios menores de 15 afios de edad con crisis asmdtica, 79
niftos con infecciones respiratorias agudas (IRA) y 79 niflos sanos, a los cuales se les
tomé un exudado nasofaringeo ¢on el fin de confirmar la presencia de antigenos virales
por aislamiento en cultivo celular por medio de la téenica de inmunofluorescencia
directa para los siguientes virus: influenza A (1A), influenza B (IB), parainfluenza (PT),
adenovirus {(AD) y sincitial respiratorio (VSR). A los pacientes con asma también se les
tom6 una muestra de sangre para detectar anticuerpos contra los mismos virus.

De las 79 muestras estudiadas 38 (48%) tuvieron infeccion viral y de éstas 18
(47%) se identificé VSR que se detectd en casi todos fos grupos de edad de los niffos
asmdticos. En los nifios con IRA 40 (51%0) tuvieron infeccidn viral y también el VSR se
detecté en mayor proporcidén 18 (45%). 44 (56%) de los nifios con asma tuvieron
anticuerpos contra uno o mds virus, siendo los mas altos los anticuerpos contra el virus
de PI con 24 (33%) casos y ¢l de 1A con 18 (23%). La incidencia viral se correlacioné
corn la frecuencia de crisis asmatica, en los nifios con asma la época de mayor incidencia
viral durante el afio corresponde a la estacién de lluvias y en los nifios con [RA la

frecuencia de las infecciones virales corresponde a la estacion de primavera y otofio.



INTRODUCCION

Se han realizado estudios en pacientes con asma < rekicionan fuertemente a
los virus respiratorios con el desarrollo de hiperreactividad de las vias respiratorias .
Algunos estudios han demosirado que el VSR es el virus mds importante como
desencadenante de asma, ya que provoca sibilancias particularmente en niftos menores
de 3 afios de edad. Otros virus involucrados son los rinovirus, los virus de

parainfluenza, influenza y adenovirus.

En México poco se conoce acerca de las infecciones respiratorias por VSR en la
poblacién infantil y menos afin su relacién con el asma. En el Servicio de Pediatria del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias la frecuencia de Jos pacientes con
asma ¢s alta por lo que se considera que es necesario realizar estudios sobre la
incidencia del VSR y su relacién con dicha enfermedad, lo que en un futuro permitird
establecer medidas de prevencion tanto en el control de la infeccién como en la

disminucion de las exacerbaciones asméticas y mejorar el manejo de los pacientes.



ANTECEDENTES.

CARACTERISTICAS DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO

El VSR fue aislado por primera vez en 1956 ¥ se le conocié como agente de fa
coriza y resfriado de los chimpancés (50). Posteriormente Chanock (10) aisl6 virus
similares en nifios con bronquitis y neumonia. Més tarde otros estudios revelaron que se
trataba de! mismo virus y se le llam6 VSR y que es un agente causal importante de
enfermedades respiratorias en nifios (15).

El virus se incluye en Ia familia Paramixoviridae, dentro del género Pneumovirus.
El virus tiene forma redondeada y mide 150-300 nm aungue a veces es pleomérfico y
dentro de las caracteristicas principales estin: una envoltura con glicoproteinas; una
nucleocapside helicoidal que mide 13.5 nm de didmetro y 1,000 nm de longitud; su
genoma estd constituido por una cadena lineal de RNA con polaridad negativa que
codifica proteinas de 7.5 a 200 kDa de las cuales § proteinas son estructurales y 3 no
estructurales que se han observado dentro de células infectadas (15, 36, 64) (Figura 1).

Las proteinas estructurales se designan como: G (glucoproteina), F (de fusion), M
y M2 (22K) (de membrana o de matriz), NP {nucleoproteina), P (polimerasa) y L
(grande).

La proteina G tiene un peso molecular de 33 kDa, pero debido a que la forma
madura esta altamente glicosilada tiene un peso molecular de 84 a 90 kDa. Es necesaria
para la adsorcién del virus a la célula hudsped y es parecida a la hemaglutinina-
neuraminidasa de otros paramixovirus; tiene 298 residuos de aminodcidos (5, 42, 44,
45,47, 68).

La proteina F tiene un peso molecular de 68 kDa estd compuesta por dos
polipéptidos, unidos por puentes disulfuro que pesan 48 kDa y 20 kDa; ésta
glicoproteina es considerada como la responsable de la entrada del virus a la célula, ya
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que provoca la fusion de la particula viral a la membrana celular y en los cultivos
celulares induce la formacion de sincitios, es sensible a la tripsina y tienen 574
aminoacidos (15, 42, 54, 62).

Estas dos glicoproteinas (F y G) se localizan en la superficie externa del virion
inducen la formacion de anticuerpos neutralizantes con accién protectora in vitro (15,
42, 54, 67).

La proteina M tiene un peso molecular de 23-28 kDa esta localizada en el interior
de! virion y su importancia como inmundgeno es menor. Su funcidn principal es
estabilizar la envoltura viral y participar en el ensamblaje, es una proteina basica y
puede interactuar con la membrana de la célula infectada, contiene 256 residuos de
aminodcidos (15, 42).

Hay una segunda proteina de membrana M2 con un peso molecular de 22 kDa,
también se localiza en el interior del viridn, es muy bdsica. Estudios recientes han
mostrado que su funcidn es incrementar et procesamiento de la polimerasa viral,
evitando una terminacién prematura durante la transcripcion. Tiene 194 residuos de
aminoacidos (15, 26, 42).

La nucleocdpside del virus se constituye de tres proteinas junto con el genoma
viral de RNA:

1} La nucleoproteina NP es una proteina estructural de la nucleocpside con un
peso molecular de 40 a 44 kDa esta asociada con el RNA y presenta 391 residuos de
aminoacidos (15, 42).

2} La polimerasa P que tiene un peso molecular de 32 a 38 kDa esta fosforilada y
es relativamente 4cida y se cree que es un componente del complejo de la polimerasa,
Tiene 241 residuos de aminodacidos {15, 42).

3) La proteina L. con un peso molecular de 160 a 200 kDa, no ha sido

caracterizada y no se conoce su funcién, pero se piensa que esta implicada en la



transcripeidn y que estd asociada con la nucleocdpside, se ha sugerido corresponde a la
RNA polimerasa del virién. Tiene 2,165 aminoacidos (15, 42).

Otra proteina de membrana SH (1 A) e una proteina pequefia hidrofobica que se
localiza en la supetficie de las células infectadas, aparece tanto en forma glicosilada
como no glicosilada, parece ser la octava proteina estructural del virion. Tiene un peso
molecular de 7.5 a 30 kDa. Se conoce poco a cerca de sus funciones bioldgicas ¢
inmunoldgicas, pero se cree que es un inmundgeno débil, presenta de 64 a 185 residuos
de aminoacidos (1, 15).

Proteinas no estructurales:

1)  Laproteina 1C (NSI) tiene un peso molecular de 15.6 kDa es ligeramente acida v
estd constituida por 139 aminodcidos, su funcion es desconocida (15, 36).

2) La proteina 1B (NS2) tiene un peso molecular de 14.7 kDa es basica tiene 124
aminodcidos, su funcidn también se desconoce (15, 36).

3) La proteina M2-I1 es codaficada por un marco de lectura aliernativo a la proteina
M2 (22K).

El VSR es muy 14bil, su infectividad es destruida por éter, cloroformo, tripsina y
por cambios de pH, es termoldbil, se inactiva en cada ciclo de congelacién y
descongelacion. En un tiempo de 2 a 4 horas a temperatura ambiente ¢ 4° C el virus
pierde del 90 a 99% de su infectividad y desaparece por completo entre 15 v 25° C. Sin
embargo, puede conservarse en suspensiones afladiendo proteina como albiming y
congelando rdpidamente a ~70° C, Hay algunas sustancias como magnesio, calcio,
sacarosa y glucosa que pueden preservar la infectividad del virus (19, 20, 43, 61),

En cuanio a la multiplicacién el virus sec ha propagado en lineas celulares
humanas y animales, las més utilizadas son las HEp-2, Vero v HelLa, en las cuales
puede establecer infecciones persistentes (3, 21, 43). Se multiplica en el citoplasma de
las células infectadas apareciendo cuerpos de inclusion eosinofilicos cerca del nitcleo.

En algunos tipes de células aparecen filamentos de superficie que altera su apariencia



celular, caracteristica de los pneumovirus. La principal caracterfstica del virus es su
capacidad para fusionar membranas celulares produciendo sincitios © células
multinucleadas en cultivos celulares, de ahi su nombre (15).

En cultivos in vitro, el dafio celular o efecto citopatico (ECP) es causado por la
fusién de membranas de las células infectadas, resultando fa formacién de sincitios.
Estas células posteriormente mueren despegandose de la superficie de plastico o vidrio
(15).

En el organismo los sincitios se observan en las células epiteliales del aparato
respiratorio superior. En el ser humano el virus se replica en la nasofaringe
propagéndose de célula a célula del epitelio por medio de las secreciones hasta vias
respiratorias inferiores. A pesar de que en individuos normales no es comiin la viremia,
el virus se ha detectado en cultivos de leucocitos mononucleares, ademas en cultivos in
vitro puede replicarse en células mononucleares y macrdfagos (6, 13, 55). En
individuos inmunosuprimidos €| virus se propaga fuera del aparato respiratorio y se
extiende a otros 6rganos como rifidn, higado y miocardio (15).

Un rango amplio de especies animales son infectados por este virus como:
chimpancés, hurones, bisontes, chinchillas, cobayos, ratas, ratones, perros, termeras,
bovinos etc., sin embarge no hay un modelo animal adecuado que explique los
mecanismos para entender la patogenia e inmunidad, ya que los cambios patologicos o
clinicos no son inducidos en su totalidad. En experimentos recientes con diversos
primates (chimpancés, mono cebl, mono rhesus, mono ardilla, mono lechuza y mono
verde africano) sélo los chimpancés, ¢l mone lechuza y el mono verde africano
desarrollan signos clinicos y lesiones similares a los descritos en humanos como
rinorrea, estomudos, tos, necrosis del epitelic bronquial con una respuesta inflamatoria
peribronquial y neumonia intersticial (14, 15,29, 37, 40).

Hay dos grupos de VSR los cuales fueron definidos con anticuerpos

monoclonales (A v B), circulan simultdneamente y varian en proporcion a



través de los afios. Se han observado algunas variaciones antigénicas, sin embargo la
variacion mmunoldgica cruzada entre las variantes es demasiado pequedia por lo que no
se justifica una separacion en distintos tipos (33, 51).

El VSR en zonas templadas tiene una clara estacionalidad, ocurre anualmente a
finales de invierno o en la primavera (15).

La funcion del sistema inmune en ¢l control de fa infeccién v la reinfeccién por
este virus hasta el momento no estd bien definida. Se han sugeride varios mecanismos
inmunolégicos para explicar la proteccién, la reinfeccién vy la patogénesis de la
infeccion por VSR entre los cuales se encuentran:

1. La respuesta celular es importante en {a resolucidn de la enfermedad. Nifios con
defectos en la inmunidad celular desarrolian infecciones por VSR persistentes, severas y
muestran una liberacion prolongada de virus, lo que implica que las células T son
importantes en el control y resolucién de la infeccion (4, 25, 34). Ademds se ha
mostrado que los humanos adultos desarrollan una respuesta de linfocitos T citotdxicos
especificos contra el VSR y que lactantes menores de 3 meses tienen una respuesta poco
detectable, esto puede ser causa de la alta incidencia en este grupo de edad. Se ha
sugerido que en nifios mas grandes infecciones repetidas han contribuido a inducir una
respuesta celular, que halla influido en la recuperacion de la infeccion (11).

Sin embargo, otros autores consideran que la respuesta celular contribuye a la
patogénesis de la enfermedad, ya que infantes con una respuesta celular exagerada se
asocia a una enfermedad pulmonar grave cuando hay una infeccién natural por VSR y
cuando previamente han sido inmunizados. Ademés, después del inicio de la infeccién
son mas propensos a sibilancias (4, 57).

Al parecer, aunque una respuesta celular incrementada es mas necesaria para eliminar al
virus, el dafio a las vias respiratorias ocurre conforme dicho virus es erradicado (4).

2)  Varios investigadores le dan importancia a los macrGfagos alveolares en la

restriccidén de la replicacién viral, a través de su capacidad para producir una amplia



variedad de citocinas y mediadores con actividad anti-viral como: interleucina [ (IL-
1} y el factor de necrosis tumoral (TNF) (6, 7, 13). Trabajos recientes con macrofagos y
monocitos expuestos a VSR han demostrado que producen tanto {L-1 como un
inhibidor de IL-1. Un balance adecuado entre estos permite una respuesta inmune
efectiva contra el VSR. Se ha demostrado que la respuesta linfoproliferativa especifica
para el VSR no se detecta en la fase aguda de la enfermedad, lo que hace pensar que
inhibidores de IL-1 son producidos en respuesta a la infeccion viral provocando una
respuesta tardia (56).

3) El VSR es un pobre inductor de interferon (IFN) en suero, secreciones nasales y
macrifagos alveolares. Por 1o que se cree que ¢l 1IFN juega un papel minimo en la
recuperacion, ya que s¢ produce en cantidades insuficientes para inducir inmunidad
efectiva (12, 15, 55).

4)  También hay mucha controversia acerca de si los anticuerpos maternos tienen un
efecto protector o patoldgico contra una infeccién por VSR. Los anticuerpos matemos
adquiridos pasivamente en el suero de los lactantes, pueden tener un efecto
inmunosupresor sobre el desarrollo de la respuesta inmune propia del lactante. Se ha
sugerido la hipdtesis de que debido a la falta de IgA secretora especifica durante la
infeccion inicial por et VSR, la 1gG materna puede difundirse hacia la luz de las vias
respiratorias del lactante y formar complejos inmunes, estimulando la liberacion de
mediaderes inflamatorios, lo que podria contribuir al proceso patologico (2, 4, 40). Por
el contrario, hay pruebas de que los anticuerpos maternos tienen un efecto protector ya
que algunos estudios demuestran que nifios menores de 6 meses de edad infectados con
VSR, con bajos niveles de anticuerpos maternos contra el virus presentan enfermedad
mds severa, en comparacion con aquellos con altos niveles de anticuerpos (2, 4, 40).

5)  En una infeccién primaria por VSR el titulo de anticuerpos secretorios y séricos
en infantes menores de 8 meses de edad, es bajo y disminuye ripidamente; cuando

ocurre una reinfeccién los titulos de anticuerpos se incrementan persistiendo por mas



liempo por lo que proporcionan una mayor proteccién contra la enfermedad (15). Se ha
observado que en infecciones repetidas se aprecia una disminucion de la severidad de la
infeccion y esto generalmente se observa hasta {a tercera reinfeccion (54, 63).

6) Los titulos de anticuerpos de las subclases 1gG2 e 1gG4 contra VSR en una
infeccion natural son bajos, por lo que la inmunidad es incompleta, condicién propicia
para una reinfeccion (42). Por otro lado e papel de la 1gG4 no es muy claro, un estudio
mostré que lactantes infectados con VSR tenian concentraciones akas de 1gG4
especifica contra el virus y presentaban sibilancias, en comparacion con aquellos que
solo tenian sintomas en vias respiratorias superiores, por lo que se cree que la 1gG4
pueda actuar como anticuerpo reaginico {4).

7)  El sistema inmune de infantes y niflos jovenes es inmaduro debido a que se ha
observado que los anticuerpos en suero y secretorios (1gA)} locales producidos en
respuesta a la infeccion por VSR, estan reducidos en cantidad y por lo tanto son
incapaces de neutralizar al virus de manera efectiva (15).

8) Se han detectado varios componentes del complemento en la superficie de las
células epiteliales infectadas por VSR, lo que sugiere que los complejos antigeno-
anticuerpo locales pueden inducir daffio durante la infeccidén. Asi las células infectadas
por virus o cuando se forman los complejos antigeno-anticuerpo, pueden disparar tanto
la via clisica como la alterna del complemento, ya que se han detectado componentes
del complemento (C4 y C5) en la superficie de células epiteliales infectadas. Ademids
estudios in vitre han mostrado que los complejos antigeno-anticuerpo activan el
metabolismo oxidativo y del dcido araquidénico de neutréfilos (15, 58).

9)  Los titulos de anticuerpos fijadores de complemento y neutralizantes no se
correlacionan con la severidad de la enfermedad o con la resistencia a la infeccidn, esto
s¢ ha observado cuando hay una infeccién natural o cuando se utilizan vacunas y se

estimulan estos tipos de anticuerpos, que no han logrado proteccién (35, 42).
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A los anticuerpos [gA, IgM e IgG se les relaciona con un efecto protector. Las
inmunoglobulinas IgA se cree que son las més importantes por la via de entrada del
virus, Se les ha encontrado en células cpiteliales en una ctapa temprana de la
enfermedad y disminuyen después de que la enfermedad se resuelve. La IgG e 1gM
aparecen irregularmente en células epiteliales y en secreciones, la concentracién de
IgM es alta en la etapa temprana y diminuyen duranie la etapa de convalescencia y de
forma viceversa ocurre con la IgG (38, 39, 46).

La infeccién por el virus es restringida por macrdfagos alveolares, sin embargo se
sugiere que la inmunidad celular y la humoral tienen una funcién importante en la

proteccién de las enfermedades causadas por este virus (6, 13, 15).
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Figura 1. Estructura y genoma del VSR. El genoma del virus esta formado por
ARN de una sola cadena con sentido negativo que codifica para su polimerasa
y otras 10 proteinas més, en el esquema se muestra las proteinas principales.



MECANISMOS DE HIPERREACTIVIDAD INDUCIDOS POR VIRUS.

1) Produccién de IgE especifica.

Welliver en varios estudios en infantes con infecciones respiratorias con VSR,
encontrd altos niveles de IgE especifica para el VSR en células epiteliales y secreciones
nasofaringeas, las cuales se asocian a sibilancias y a una obstruccién en las vias
respiratorias. Ademds observé una correlacion entre concentraciones altas de histamina
en secreciones y concentraciones bajas de presion parcial de oxigeno (PO2 hipoxia),
con el virus de parainfluenza observé un comportamiento similar (8, 9, 18, 66).

Con estos trabajos que se han realizado se puede postular que durante la
infeccion por VSR se estimula la produccion de anticuerpos IgE especificos, causando
la sensibilizacion de las células cebadas. Al ocurrir una subsecuente infeccion, el VSR
interactiia con los anticuerpos IgE especificos y activa la liberacion de los mediadores
de las c€lulas cebadas con el eventual desarrolio de hiperreactividad y obstruccién de

las vias respiratorias (22, 65).

2)  Disminucion de sensibilidad beta-adrenérgica inducida por virus,

Los receptores (-adrenérgicos estan localizados en el misculo liso de las vias
respiratorias y en las membranas de las células polimorfonucleares, los cuales estan
regulados por el sistema nervioso auténomo. La estimulacién con los agonistas -
adrenérgicos relajan el misculo liso de las vias respiratorias, inhiben la liberacion de
mediadores y disminuyen la respuesta inflamatoria (8, 9, 18).

Szentivanyi propone que la disminucion de la sensibilizacion B-adrenérgica es
una caracteristica del asma en todas sus variedades. También sugiere que durante una
enfermedad respiratoria de tipo viral ademds de disminuir la sensibilidad B-adrenérgica

se intensifica la hiperreactividad y obstruccidn de las vias respiratorias (9, 60).



Busse demostré que leucocitos de individuos con asma durante una infeccion
respiratoria viral y después de incubarlos con rinovirus e influenza, los leucocitos
sufren una disminucién de la actividad p-adrenérgica y més aun duranle una
exacerbacion. Lo que hace sugerir que por este mismo mecanismo algunos virus
colaboren en la induccion de asma {9).

Otros estudios en cobayos y ratas sugieren que en la infeccion viral puede
disminuir la regulacién B-adrenérgica aumentando la liberacion de mediadores por
granulocitos los cuales amplifican la inflamacién. Se supone que la degranulacion es
similar a la que ocurre en el misculo liso bronquial humano, aunque ain no ha sido

demostrado (8, 17, §8).

3) Estimulacién Colinérgica.

La estimulacion colinérgica es realizada por fibras periféricas del sistema
nervioso auténomo, las cuales sintetizan v liberan acetilcolina, a éstas se les derominan
fibras colinérgicas, es decir, actian mediante la liberacion de dicha sustancia. En el
asma se ha encontrado un incremento colinérgico del reflejo broncoespasmico (48).

El efecto de la estimulacion colinérgica es constrefiir el misculo liso de las vias
respiratorias, aumentar la respuesta inflamatoria por leucocitos y la liberacién de
mediadores (8).

La generacidn colinérgica excesiva puede ser un mecanismo por medio del cual el
virus induce un incremento de hiperreactividad bronguial al estimular el nervio vago
(17). Ya que las fibras sensitivas y motoras del nervio vago, se distribuyen por las vias
respiratorias (faringe, laringe y triquea). La infeccion por virus respiratorios causa
inflamacion en las vias respiratorias y estimulacién de las fibras sensitivas del misculo
liso promoviendo un broncoespasmo (22).

Buckner trabajando con cobayos infectados con virus y sin infectar demostréd que

la estimulacion eléctrica del nervio vago en los animales infectados, produce una mayor



sensibilidad de las vias respiratorias a la histamina, lo que sugiere que las infecciones
virales sensibilizan la rama aferente det arco reflejo y también aumentan la actividad
vagal eferente (8, 9, 18).

Ademas en animales y en el humano se ha demostrado que las infecciones
respiratorias virales incrementan la actividad colinérgica por medio de la liberacién de
gran cantidad de sustancias como: histamina, tromboxanos, serotonina, taquininas entre
otros, causando la disminucion ¢ disfuncién de la afinidad de los receptores M2
muscarinicos, lo que conduce a un incremento en la hiperreactividad vy
broncoconstriccién de as vias respiratorias (8, 17, 18, 59). Los receptores muscarinicos
se encuentran en todas las células efectoras estimuladas por neuronas posganglionares
del sistema nervioso parasimpatico, asi como en las estimuladas por terminaciones

colinérgicas del sistema simpatico (24).

4y  Daiio Epitelial.

El dafio de las células epiteliales de las vias respiratorias es una caracteristica
importante en el asma. El epitelio respiratorio tiene dos funciones; una es pasiva
funcionando a través de la barrera protectora; la otra es activamente produciendo
susiancias que modulan la sensibilidad y el tono muscular. La destruccidn de la barrera
protectora del epitelio aumenta la exposicion de las terminaciones nerviosas sensitivas y
receptores que se encuentran en la membrana basal, permitiende la penetracién de
irritantes o alergénos y la probabilidad de que se activen mediadores inflamatorios (8,
18, 59).

El dafio epitelial puede ser resultado directo del efecto citopético del virus o bien
ser causado por una respuesta inflamatoria secundaria que da como resultado [a
alteracion de la actividad de algunas sustancias como neuropéptidos, factor relajante det

epitelio u otros metabolitos (59).



3)  Células inflamartorias.

Estudios en animales y humanos indican que las infecciones virales pueden activar
las funciones biologicas de las células inflamatorias, ya que numerosas células como
cosinafilos, neutrdtilos, basofilos, monocilos, macrofagos, células cebadas, linfocitos T
al ser activadas liberan mediadores, citocinas u otros sustratos biologicos que causan

incremento en la respuesta inflamatoria (4, 8, 18).

a)  Neutréfilos

Después de una infeccidn viral, los neutrifilos desempefian un papel importante
en la hiperreactividad transitoria de las vias respiratorias. Se les ha encontrado en
concentraciones altas en secreciones bronquiales de nifios con infeccion por VSR y
virus de parainfluenza y también en biopsias nasales de sujetos con infeccién con
rinovirus. Los neutrofilos liberan una serie de metabolitos tdxicos de oxigeno que
dafian el tejido de las vias respiratorias o cual provoca descamacidn, inflamacién,
obstruccidn e hiperreactividad. Los neutrdfilos al ser activados por virus, son reclutados
en las vias respiratorias y probablemente generan metabolitos de oxigeno u otros

metabolitos inflamatorios o citocinas que causan dafio (4 ).

b)  Eosindfilos.

La inflamacién eosinofilica es una caracteristica del asma y también puede
participar en sibilancias durante una infeccién viral. Trabajos in vitro han mostrado que
el VSR activa eosindfilos humanos. En un estudio se midi6 la concentracion de la
proteina catiénica eosinofilica en secreciones nasofaringeas de lactantes con infecciones
respiratorias inferiores y se encontraron valores mayores en aquellos con sibilancias
inducidas por VSR comparado con lactantes con infecciones respiratorias superiores.

Los eosindfilos liberan mediadores como leucotrienos (LTC4), factor activador de



plaquetas (PAF), proteina basica principal y 1a proteina caliénica eosinofilica, los cuales
cuando son activados por virus dafian el epitelio de las vias respiratorias y desarrollan

una reaccién tardia (4, 41).

<)  Baséfilos.

El papel de los baséfilos en ¢! asma no ha sido totaimente establecido. Se cree que
las infecciones virales pueden inducir sibilancias y causar obstruccién e hiperreactividad
de vias respiratorias y con ello exacerbacion de asma (4, 8, 18).

Estudios in vitro de basofilos infectados con virus de pacientes asmaticos han
mostrado que varios virus entre etlos el VSR, adenovirus, influenza A, parainfluenza, y
rinovirus inducen un aumento en la liberacién de histamina, cuando hay una
estimulacion por anticuerpos IgE en la fase aguda comparada con [a fase de
convalescencia (8, 17, 22).

Busse demostré que el grado de liberacidn de histamina por baséfilos estd
directamente asociada con el grado de sensibilidad de las vias respiratorias en
individuos con asma. Sugiere que la hiperreactividad de las vias respiratorias con
infeccién viral puede ser causada en parte por la liberacién de histamina por células
baséfilas directamente o a través de la generacion de productos inducidos por el virus
como el IFN. Sin embargo los mecanismos de activacion de los basofilos siguen sin
aclararse, pocos baséfilos pueden estar en contacto con et virus en el tracto respiratorio
superior y la propagacién sistemitica del virus no se ha demostrado. La activacién
podria involucrar otros mediadores liberados localmente por el aparato respiratorio
superior, algunos estudios sugieren que los interferones actian para aumentar la

liberacién de histamina (18).



d)  Células cebadas.
Las células cebadas poseen receptores con alia afinidad de IgE y participan en
reacciones de hipersensibilidad, liberan histamina y leucoirienos, ambos se incrementan

en secreciones respiratorias de lactantes con sibilancias de origen viral (4, 17).

¢)  Mdcrofagos.

L.os macréfagos abundan en las vias respiratorias, se piensa que los macrdfagos
alveolares constituyen la primera linea de defensa celular contra las infecciones
respiratorias virales. Cuando un virus se replica en un macréfago estimula la liberacién
de interferones u otras citocinas. La infeccion de macréfagos alveolares por VSR
conduce al incremento de 1a secrecién del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), asi
como interleucinas IL-8 e IL-6. Los macréfagos expresan altos niveles basales de la
molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) y actiian como constituyentes de la

respuesta antiviral (4, 17, 18).

) Monocitos.

Los monocitos también expresan altos niveles de ICAM-1. Los monocitos
humanos de lavados nasales al ser infectados con virus se activan, produciendo y
liberando IFN-a, IFN-p, IL-1, IL-6 y TNF-x. La produccion de estas citocinas (con la
excepcion de IFN-f3) potencializa la produccion del factor estimulante de la colonia de
macréfagos granulocitos (GM-CSF). Por otro se ha observado que hay liberacién de
[FN-a, IFN-B y del TNF-a en respuesta tanto en virus inactivado con luz ultravioleta
como con virus vivo. El incremento de IFN-a induce exacerbaciones de asma, o bien
puede temer un efecto protector cuando inhibe la produccién de I1L-4 e IL-5 por ¢élulas

T CD4 humanas, las cuales estdn asociadas a procesos de inflamacion, La IL-10 es



producida por monocitos humanos infectados in vitro con VSR, la cual es una citocina

anti-inflamatoria que inhibe la produccion de 1L-4 e IL-5 (17).

2)  Linfocitos.

Los linfocitos T desempefian una funcién importante en la patogenia dcl asma,
tanto en adultos como cn nifios, particularmente como inmunorreguladores y en la
produccion de citocinas. Hay dos tipos de células T cooperadoras (Th) definidas por sus
patrones de scerecion de citocinas. Las células Thl secretan IL-2, IFN-y ¥ linfotoxina,
mientras que las células Th2 secretan IL-4, [L-5, IL-6, IL-10 y existen otras citocinas
secretadas por ambos tipos celulares. La respuesta en procesos asmaticos esta mediada
por citocinas Th2 en particular las relacionadas con la produccién de IgE y la activacién
de eosinéfilos y células cebadas. La respuesta Thl se asocia con la inmunidad antiviral.
La proteina G del VSR estimula la respuesta tipo Th2 y esto explicaria la
sintomatologia asmética de las vias respiratorias inferiores causadas por VSR (4, 1 7).

Varios estudios con células mononucleares en sangre periférica han creado
controversia a cerca del efecto viral. Unos sugieren que el virus puede inducir una
respuesta de citocinas ya sea Thl o Th2, otros sugieren que ambas, Esto puede ser
debido a las diferentes proteinas virales que pueden inducir respuestas diferentes, al tipo
de virus y la via en la que es procesado y presentado el antigeno, sin embargo ambas
respuestas pueden explicar las exacerbaciones del asma inducida por el virus. El IFN-y
citocina importante del tipo Th1 puede contribuir a las exacerbaciones por incremento
en la liberacion de histamina por las células cebadas y basdfilos, mientras que la

produccion de [L-4 e IL-5 se incrementan amplificando la respuesta inflamatoria (17).

6)  Estimulacién de mediadores quimicos.

Los mediadores inflamatorios inducidos por virus se han encontrado en

concentraciones altas en secreciones nasofaringeas y en el plasma de individuos con
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infeccion por virus respiratorios. Se cree que juegan un papel impertante en episodios
de sibilancias ¢ hiperreactividad de las vias respiratorias y provocacion de asma (4, 8,
22,59).

Los virus respiratorios promueven fa liberacion de mediadores inflamatorios
directamente o a través de sustancias secretadas por células activadas por los propios
virus, esto trae como consecuencia una gran inflamacién, obstruccion de fas vias
respiratorias y exacerbacién de asma. Se han encontrado varios mediadores por lo que

es posible que sean varios los que participan. Entre los que se han estudiado estén:

a}  Histamina,

La histamina es un mediador quimico que es liberado por varias células (baséfilos,
leucocitos, células cebadas etc.). Estudios in vitro ¢ in vivo han revelado
concentraciones altas de histamina en secreciones nasofaringeas y en el plasma de
individuos infectados por VSR y otros virus respiratorios. La secrecidon de este
mediador tiene como consecuencias potenciales: aumentar la inflamacidén y causa
obstruccidon de las vias respiratorias. Sin embargo, el éxite terapéutico con

antihistaminicos no ha sido confirmado (4 ).

by  Leucotrienos

Los leucotrienos constituyen un grupo de mediadores inflamatorios lipidicos
derivados del 4cido araquiddnico a través de la via de la enzima 5-lipoxigenasa. Son
broncoconstrictores muy potentes que afectan las vias respiratorias superiores como
inferiores. También se¢ ha demostrado que aumenta la permeabilidad vascular v la
produccién de moco (4, 8).

Los leucotrienos son liberados por las células inflamatorias primarias que

participan en la inflamacién, asi como las células endoteliales y epiteliales de las vias
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respiratorias. Varios virus respiratorios (VSR, parainfluenza 3 e influenza A) inducen
la liberacidn de teucotrienos hacia las secreciones nasofaringeas. Altas concentraciones

de leucotrienos se han encontrado en lactantes infectados con VSR principalmente en
aquellos que presentan sibilancias. Varios estudios parecen indicar que los leucotrienos

desempeiian un papel importante en las sibilancias (4).

€)  Productos de la ciclooxigenasa del deido araquidénico.

Los productos de la ciclooxigenasa del acido araquidénico incluyen a las
prostanglandinas (D2, E y F2a) y tromboxanos. Son broncoconstrictores potentes y se
ha demostrado un aumento en las concentraciones de! metabolito primario de la
prostaglandina del tipo 2a en células plasmaticas de lactantes con bronquiclitis por
VSR, y mds ain en aquellos con sibilancias recurrentes. La prostanglandina det tipo E2
parece tener un efecto inhibitorio que podria proteger a las vias respiratorias de un
efecto broncoconstrictor. Se sugiere que el dafio viral del epitelio puede dar como
resultado la pérdida de estas prostanglandinas protectoras. También se ha comprobado
que los complejos de anticuerpos contra el VSR causan un aumento en la liberacion de

tromboxano, ¢! cual es liberado por neutréfilos (4).

d}  Factor activador de plaquetas.

El factor activador de plaquetas induce una respuesta inflamatoria, estimula la
produccion de moco en las vias respiratorias, altera la depuracion mucociliar y aumenta
la permeabilidad microvascular pulmonar. Es liberado por macréfagos, eosinofilos y
neutrofilos. Estudios in vitre con fagocitos mononucleares han mostrado que el VSR
estimula la sintesis del factor activador de plaquetas que ocurre cuando hay replicacion
viral, s¢ ha sugerido que este factor puede tener un papel importante en la respuesta

inflamatoria por VSR, aunque la evidencia es ain incierta (4).
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e} Complemento.

Las anafilotéxinas (C3a y C5a) del complemento inducen la liberacion de
histamina, prostanglandinas y leucotrienos los cuales producen broncoconstriccion. La
anafilotoxina C5a es un factor quimiotdctico para diversas células inflamatorias. C5a y
C3a durante una infeccion por virus de la influenza A, se han encontrado en
concentraciones altas en las vias respiratorias superiores. Se ha comprobado que células
infectadas por VSR activan el complemento incrementando la adherencia de los

neutrofilos a las células infectadas aumentando su citotoxicidad (4, 15, 58).

f) Cininas.

Las cininas son péptidos vascactivos potentes que se forman en los tejidos o
fluidos y que pueden estar involucrados en la patogénesis del asma por medio de su
accion inflamatoria y broncoconstrictora. Es un potente estimule para las fibras C y por
lo tanto del reflejo axdnico (4. 17, 59).

La sustancia P es un neuropéptido muy potente del grupo de las taquicininas que
csta contenida en los nervios sensitivos no mielinizados de las vias respiratorias y que
puede ser liberada por reflejo axénico local pudiendo potenciar la neurotransmisién
colinérgica (17, 59).

Se han descrito una variedad de efectos pro-inflamatorios para la sustancia P:
regulacién de la secrecion de la glandula submucosa y aumento en la liberacidn de
acetilcolina de los nervios parasimpaticos y aumento en la permeabilidad vascular,
constriccidon del misculo liso, estimulacion de la degranulacion de fas cflulas cebadas y
adhesion eosinofilica y neutrofilica al endotelio vascular etc. (17, 18).

Ademids otro efecto muy importante ha sido observado en estudios con animales
en los cuales se ha sugerido que la modulacitn del catabolismo de la sustancia P puede
ser un mecanismo por medio del cual los virus inducen exacerbaciones de asma. La

infeccion de virus de parainfluenza | en cobayoes ha mostrado un incremento en la
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sustancia P que induce contraccion del misculo liso de las vias respiratorias y en rata se
observa una amplificacidn de la sustancia P que induce un incremento de flujo
sanguineo de las vias respiratorias. Cambios similares ocurren en humanos sin embargo
tienen que ser mejor estudiados (9, 17, 18).

El efecto en el masculo liso parece estar mediado a través de la disminucion de la
actividad de la endopeptidasa neutral, enzima responsable del catabolismo de la
sustancia P. Se sugiere que la destruccion del epitelio de las vias respiratorias por una
infeccion viral expone a las fibras C no mielinizadas del nervio aferente disparando la
liberacion de mediadores y neuropéptidos sensitivos (sustancia P); ademis el mismo
dafio epitelial reduce la accién de la enzima degradadora de la sustancia P dando como
resultado un aumento en la respuesta contractil, hipersensibilidad y broncoconstriccion

de las vias respiratorias (4, 8, 9, | 8).

g)  Oxido nitrico.

El 6xido nitrico tiene la funcién de mediador, derivado del epitelio involucrado en
el asma. Se le atribuyen varios efectos como: antiviral, incrementa el flujo sanguineo
bronquial , infiltracion eosinofilica, dafio epitelial, potente vasodilatador, inhibe la
proliferacién de las células Thi por cambio de fenotipo a Th2 y en pacientes con asma,
después de una infeccion experimental con rinovirus se les encontré un incremento en

los niveles de NO exhalado (1 7).

h)  Citocinas

Las citocinas son proteinas sefializadoras extracelulares secretadas por células
efectoras especificas y que tienen la capacidad de modificar ¢l comportamiento de
células adyacentes. Interactiian a través de una red compleja en la respuesta inmune e
inflamatoria, existe una gran variedad de citocinas y continuamente son identificadas

otras (4).



La infeccion viral promueve la produccion de una gran variedad de citocinas (I1L-
8, IL-1, IL-2, IL-6, [L-11, TNF e [FN etc.), por lo que es dificil de precisar su accién de
manera individual. Varias de ellas participan en la inflamacion de las vias respiralorias
que se presentan en el asma, principaimente aquellas que promueven la actividad de los
eosindfilos y la sintesis de IgE (IL-4, IL-5, L-8), otras como fa IL-2, IL-6, IL-8 e IL-1}
s les ha encontrado en altas concentraciones y se cree que estdn involucradas en
sibilancias de origen viral (4).

Entre los virus que inducen la liberacién de citocinas se puede mencionar a; el
VSR, tinovirus y parainfluenza 3. EI VSR en lineas celulares aumenta la preduccion de
[L-6, IL-8, RANTES, proteina inflamatoria de macréfagos (MIP-1a), GM-CSF y la IL-
117,

La JL-8 es una citocina quimiotictica para neutréfilos v eosindfilos, estudios en
expectoracidn sugieren un papel importante en las exacerbaciones de asma y es la
responsable del reclutamiento de las células inflamatorias en las vias respiratorias (17).

Otras citocinas que tienen funciones importantes son: ef interferdn (IFN) v el
factor de necrosis tumoral (TNF).

El [FN aumenta la liberacién de histamina mediada por IgE después de la
exposicién con varios virus respiratorios. El VSR es muy sensible al IFN-a asi como al
IFN-y ¥ ambas sustancias inhiben su proliferacién. Algunos estudios han mostrado que
la produccion de IFN parece estar suprimida por el VSR, aunque en la fase de
convalecencia regresa a su estado normal, Se sugiere que este efecte puede ser
especifico del virus, puesto que ha sido detectado en concentraciones pequefias en nifios
con infeccién por VSR en comparacidn con niflos infectados con otros virus como
influenza, parainfluenza. Ademés, lactantes con sibilancias e infecciones virales

recurrentes no produjeron IFN-a, aunque esto no afecto la gravedad de la enfermedad

(4}
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i) Moléculas de adhesion intercelular | (ICAM-1).

Las ICAM-1 son receptores localizados en el endotelio vascular, epitelio de las
vias respiratorias y en las células presentadoras de antigenos y sus ligandos se
encuentran en leucocitos en circulacidn (4, 18).

Varios estudios han demostrado que células epiteliales de las vias respiratorias
humanas en cultivo producen un incremento en tos niveles de ICAM-1 y en la adhesion
de eosindfilos y neotréfilos en respuesta a citocinas inflamatorias y a la infeccién de
varios virus respiratorios como VSR, parainfluenza y rinovirus (4, 18).

Diversos investigadores han encontrado que los rinovirus se adhieren a la
superficie de las células por medio de! receptor ICAM-1, sugieren que la infeccién por
rinovirus conduce 2 un aumento en ia expresién de ICAM-1 en las vias respiratorias
superiores, induciendo al reclutamiento de eosindfilos y neutréfilos, incrementando asi
la actividad inflamatoria ocasionando hiperreactividad y sibilancias, lo que puede
explicar la persistencia o severidad de la inflamacién en sujetos con asma o en sujetos
susceptibles a la infeccion viral. E1 ICAM-1 en las células presentadoras de antigenos
es necesaria para que los linfocitos T sean reconocidos por el antigeno. La interaccion
virus-linfocito activa a las células T promoviendo la liberacion de citocinas (JIFN-y y
TNF), que incrementan la cantidad de receptores ICAM-1 de la superficie celular por
los rinovirus, propagando la infeccion y amplificando la respuesta inflamatoria (4, 8,

18).

J}  Beta-defensinas.

Las B-defensinas son un grupo de proteinas producidas por las células epiteliales
con propiedades antivirales. Trabajos recientes indican que Ia infeccion con VSR
disminuye los niveles de las p-defensinas predisponiendo al nifio a una infeccion
secundaria pudiendo también eslar implicadas en la patogénesis de la bronquiolitis por

VSR (32).
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HIPOTESIS

Si el virus sincitial respiratorio u otros virus respiratorios inducen diversos
mecanismos de inflamacién y el asma se caracteriza por inflamacién aumentada puede

s5€r que estos virus sean un factor asociado o desencadenante de crisis asmaticas.

OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL:

Correlacionar la crisis de los pacientes con asma con las infecciones virales durante el

afio y comparar la incidencia de la infeccion viral en los pacientes con asma ¢ IRA.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Estimar la frecuencia def VSR y de los otros virus respiratorios en niftos con
asma ¢ [RA por grupo de edad.

2) Analizar si la frecuencia de las infecciones virales en pacientes con asma e IRA
dependen de la estacion del afio.

3) Analizar si la severidad de ta infeccién viral depende de el tipo de virus con el
que es infectado un paciente con asma o IRA.

4} Detectar la presencia de anticuerpos contra los virus respiratorios en nifios con

asma.
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MATERIAL Y METODOS

GRUPO DE TRABAJO:

Se trabajaron tres grupos de niflos: unc con posible infeccion en vias respiratorias
y asma, ¢l otro grupo con infecciones respiratorias agudas y ¢l grupo control sin asma ni
infecciones en vias respiratorias,

I. E] primer grupo estuvo formado por 79 pacientes de 0-15 afios de edad con

diagndstico de asma que fueron atendidos en €] Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias ((INER) en una etapa temprana de una probable infeccion viral.
Se selecciono a los pacientes de acuerdo a antecedentes de infeccidn recurrente, durante
el inicio de la infeccién en vias respiratorias superiores con evolucidn en horas de
complicaciones de vias respiratorias inferiores, con sugerencia de un proceso asmaético,
descartando a los pacientes que no presentaban crisis asmética.

IL. El segundo grupo estuvo integrado por 79 pacientes con infeccion respiratoria
aguda (IRA) sin asma.

1. Ef grupo control estuvo integrado por 79 pacientes sanos, sin infecciones

respiratorias aparentes ni asma.

En cada grupo se formaron subgrupos segin la edad:

Grupo [: Subgrupo t: <l a3 afios; subgrupo 2: 4 a 7 aflos, subgrupo 3: 8 a 11 aflos;
subgrupo 4: 12 a 15 afios.

Grupo II: Subgrupo 1: <1 a 3 afios y subgrupo 2: 4 a 5 aflos.

Grupo [II: Subgrupol: <1 a 3 afios; subgrupo 2: 4 & 7 aflos; subgrupo 3: 8 a 11 afios;

subgrupo 4: 12 a 15 afios.
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NATURALEZA DE L4 MUESTRA:

Exudado nasofaringeo para aislamiento viral de los pacicntes del primer y
segundo grupo y controles sanos. Ademas a los pacientes con asma se les tomo sangre
para valorar |a presencia de anticuerpos contra los virus respiratorios: Influenza A(1A),
Influenza B (IB), Parainfluenza (PI), Adenovirus (AD) y virus sincitial respiratorio

(VSR).

PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA.

[) SANGRE:

Coleccion de la muestra.

A cada nifio se le extrajo 7 ml de sangre mediante puncién venosa y se depositd
en tubos de 13X100 mm estériles, se dejo formar el coagulo durante 30 minutos en
refrigeracion y se removid con un hisopo estéril, se centrifugd a 1500 rpm durante 10
minutos a 4° C para separar €l suero que fue almacenado a 4° C hasta ¢l momento de

realizar la prueba.

I} EXUDADO

Coleccion de la muestra,

A cada nifio se le tomd un exudado nasofaringeo con un hisopo que luego se
depositd en un tubo que contenia medio Lebovitz L-15 (In vitro) con 0.5% de albimina
bovina (Sigma) y antibidticos (penicillina/estreptomicina 10,000 UI/10,000 pg.)
(Sigma), se centrifugd a 1500 rpm durante 10 minutos a 4° C el sobrenadante se utilizé

para inocularlo en cultivo celular para el aislamiento viral.
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1) AISLAMIENTO VIRAL:

Se utilizé la linea celular HEp-2 (células de carcinoma de laringe humana) (In
vitro) y la linea celular Vero (células de rifin de mono verde africano) (In vitro). Las
células se crecieron en botellas de cultivo de 25 cm? . Una vez formada una monocapa
confluente se retird el medio por succién y se lavd con buffer salino de fosfatos (PBS)
(NaCl 0.8%, NaHPO4 0.1% y KHPO,4 0.2%. pH 7.2) que también se retiré por succidn,
posteriormente las células se desprendieron de la superficie de crecimiento con (0.5 mi
de tripsina (tripsina-verseno al 0.05%) (In vitro), y una vez que se cbservé a simple
vista el desprendimiento de la monocapa, se agregd 15 ml de Medio Esencial Minimo
(MEM} (Sigma) con 10% de suero fetal de bovino (SFB) (Sigma) vy
penicillinafestreptomocina 10,000 UL/10,000 pg/mi. (Sigma) (Medio Completo). Se
homogeneizd la suspension celular y las células fiieron sembradas en cubreobjetos de
18X18 mm, en cajas de petri estériles, incubando a 37° C en atmdslera hiimeda con 5%
de CO, hasta que formaron una monocapa confluente, se retird ¢l medio y se lavé con
PBS, el sobrenadante de la muestra del exudado nasofaringeo se inoculé por 90
minutos para que el virus se adsorbiera, Se retird el medio, se lavé con PBS y se agregd
medio incompleto (medic MEM sin suero) y se incubd durante 10 dias observando
diariamente para detectar las células con efecto citopético {ECP) cambiando el medio 2-
3 veces por semana. Una vez que pasaron los 10 dias se colectd el sobrenadante y las
células se lavaron con PBS, se retird el PBS y se dejo secar. Finalmente se fijaron con
acetona fria durante 5 minutos y se almacenaron hasta que s¢ llevé a cabo la

inmunoflucrescencia.
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2} INMUNOFLUQRESCENCIA DIRECTA:

Para la realizacion de esta prueba la muestra del paciente ya fijada en los
cubreobjetos se lavd con agua destilada y se retird el exceso de agua. Una vez secas las
células de cada laminilla se cubrieron con 15 ul de anticuerpo monoclonal contra cada
virus buscado, conjugado con isotiocianato de fluoresceina (Dake), se incubaron
durante 30 minutos a 37° C en la obscuridad en camara hdmeda. Transcurrido este
tiempo se lavaron primero con PBS para eliminar ¢l conjugado que no se pegd y
posteriormente s¢ pusieron en un recipiente con PBS durante 10 minutos dos veces con
ligera agitacion se quit6 el exceso de PBS y se agregd isopropidium a una concentracion
de 2 pliml (Sigma) por 5 minutos para disminuir la inespecificidad y resaltar la
inmunofluorescencia, finalmente se lavé con PBS-Tween al 0.05% (Sigma), se secaron
¥y Se montaron con glicerol en portaobjetos. Finalmente se observaron en el

microscopio de epifluorescencia (Zeiss Modelo Il RS).

Los controles positivos consisticron en células Vero infectadas con VSR cepa

Long y los controles negativos se realizaron en células Vero sin infectar, estos se

procesaron de la misma manera que las muestras.

3) FLJACION DE COMPLEMENTO

a) REACTIVOS
Antigenos :
Se usaron antigenos de los siguientes virus: A, IB, Pl, VSR y AD.Todos

preparados en cultivo celular (Bio-Whittaker).

31



Anticuerpos:
Se usaron anticuerpos liofilizados de cobayo (Ig(G) contra los antigenos
mencionados (Bio-Whittaker), que se hidrataron con 2 ml de agua dcstilada en el

momento de utilizarlos

Veronal:
El veronal es una solucién amortiguadora preparada con 4cido dietil-barbitdrico,
dietil-barbiturato de sodio, calcio y magnesio, es utilizado para diluir 1os reactivos que

se utilizaron durante la prueba.

Eritrocitos de carnero:

Se sangrd un carnero por puncién venosa de la yugular externa, la sangre se
depositd en una bolsa de plastico que contenia una solucién Alsever, se homogeneizo
csta mezcla muy bien y se dejé en refrigeracion durante 3-5 dias con objeto de que los
eritrocitos maduraran, se repartié en tubos de vidrio 13X100 mm estériles en alicuotas
de 1 ml y se guardaron en refrigeracion a 4° C (fueron obtenidos en el Bioterio del

INER).

Complemento:

Se sangraron 3 cobayos por puncidn cardiaca y se les extrajo de 5 a 10 ml de
sangre, la cual se paso a tubos de vidrio estériles 13X100 mm y se mantuvieron en
refrigeraciéon por 30 minutos, se separ6 el suero utilizando una centrifuga refrigerada
(Beckman- Modelo TJ-6} a una velocidad de 1500 rpm y se distribuyé en alicuotas de
0.2 a 0.3 ml en tubos ependor, se congeld inmediatamente a —70° C; en cstas
condiciones el titulo se mantuvo estable hasta que se acabd ¢l lote de complemento

titulado.
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Hemolisina:

La hemolisina es un anticuerpo de conejo antieritrocitos de camnero obtenido de
congjo que se utilizd para sensibilizar los eritrocitos de carnero ¥ que funcioné como
sistema hemolitico para revelar la reaccion antigeno-anticuerpo. Tiene glicerol como
conservador y se colocd en alicuotas de 0.5 mi en refrigeracion a 4° C para preservar

su titulo (Microlab).

b) ESTANDARIZACION DE REACTIVOS.

Eritrocitos de camero.

El paquete celular se lavd 3 veces con solucién amortiguadora de veronal. Del
paquete celular final se desecho e! sobrenadante y se ajustd al 2 % con veronal, se hizo
una dilucién de eritrocitos (0.170 ml de agua destilada y 0.030 ml de eritrocitos) se
homogeneizé la solucién y se leyé en un espectro a una densidad optica de 405 nm.
Tomando en cuenta la dilucién y la densidad dptica obtenida, la solucidn de eritrocitos

se ajusto a una densidad éptica de 2.287.

Titulacion de Hemolisina.

Se hicieron diluciones seriadas de 1:2 hasta 1: 32,768 de hemolisina. A 30 pl de
cada una de estas diluciones se agregd 60 pl de eritrocitos de camers previamente
estandarizados como se menciono anteriormente. La mezela se incubé 10 minutos a 37°

C posteriormente se agregd 30 pl de complemento previamente diluido (1:15) y se
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incubd a 37 ° C durante 30 a 45 minutos. Finalmente se leyé el titulo de la hemolisina

como la dilucion mds alla que presentd hemdélisis total.

Camplemento

El complemento fue diluido 1:30 en solucion amortiguadora de veronal. A partir
de esta dilucidn, se miciaron diluciones en una placa de microtitulacion colocando (0,
3,6,9,12, 15,30 pl), sellevd a un volumen final de 90 pl con veronal. Posteriormente
se agregd 60 pl de sistema hemolitico (eritrocitos y hemolisina) y se incubd una hora a

37 ° C. Latercera dilucidn se ajusta para que de 50% de hemdlisis.

Titulacién de antigeno.

La titulacion de antigeno se efectud probando diluciones seriadas del antigeno
contra diluciones seriadas de suero positivo de cobayo (estdndar) con un titulo
conocido. Las diluciones que se realizaron fueron de 1:2 a 1:256 para ambos casos.

En una placa de microtitulacién de fondo redondo se agregd 25 ul de solucién
amortiguadora de veronal en todos los pozos y 25 pl de suero positive en Ja fila A1-A8
(Cuadro 1), se hicieron las diluciones seriadas de suero de forma vertical, descartando
la tltima dilucién. En otra placa de microtitulacién se agreg6 25 nl de veronal a todos
los pozos y 25 pl de antigeno en la columna A1-H1 y se hicieron las diluciones seriadas
de forma horizontal descartando la dltima dilucion. Posteriormente de cada dilucién de
antigeno se agregd 25 pi a la primera placa en la que se hicieron las diluciones del suero
positivo. Posteriormente se agregé 25 pl de complemento y se incubo a 37° C por una
hora, finalmente se agregd el sistema hemolitico (eritrocitos y hemolisina) y se incubd

45 minutos a 37° C. El titulo del antigeno fue leido como la dilucion mias alta de

34




antigeno que fija complemento frente a la dilucién més alta de suero positive

(Cuadro 1),

Cuadro [. Titulacién de antigeno. Sc muestra un cjemplo de la
interpretacion del titulo de un antigeno.

DILUCIONES DILUCIONES DE SUERO
DE
ANTIGENO

1:2

1:4

1:8

1:16

1:32

1:64 - - - - - - - -
1128
1:256

2 |4 [ 1B (116 1:32]1:64 | 1:128(1:256

el
++i+|+[+
JF) [ sy g
]
]

jout ] Rarlierl lw] @] [==d -2

+ Sedimentacion

- Hemdlisis

Titulo de suero 1:32
Titulo de antigeno 1:8

Titulacion de los sueros de los pacientes para determinar la presencia de

anticuerpo contra los virus trabajados.

Los sueros de los pacientes se incubaron en bafio maria a una  temperatura
de 56° C durante 30 minutos para inactivar el complemento natural, después los sueros
se colocaron sobre hielo. Toda la técnica se realizé en frio.

Las placas fueron rotuladas y se colocaron 25 plde veronal en los pozos que se usaron.
Se agregd 25 pl de suero del paciente por duplicado en los primeros pozos Al y A2
(Cuadro 2) y se hicieron diluciones seriadas de 1:2 a 1:128 eliminando la Gltima

dilucién.
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A la primera fila {(A1-HI) se le agred el antigeno a la dilucion resultante de la
titulacion de antigeno. A la segunda fila (A2-H2) se le agregd 25 pl de veronal
quedando como control negative. A todos los pozos se les agregd 25 pl de
complemento titulado y se incubd a 37 ° C por | hora, finalmente se agregd 50 pl de
sistema hemolitico y se incubaron a 37° C por 45 minutos.

Para el control de antigeno se agregd 25 pl de veronal, 25 pl de antigeno, 25 pl de
complemento y 50 pl de sistema hemolitico. Para el control de complemento se agregé
50 i de veronal, 25 u! de complementc v 50 pl de sistema hemolitico. E! control de
eritrocitos se agrego 75 pl de veronal y 50 pt de eritrocitos. El titulo de anticuerpos de
los sueros de los pacientes fueron determinados visualmente por la Gltima dilucion que

presentd sedimentacion o bien con un lector de ELISA (Cuadro 2).

Cuadro 2. Prueba de diagndstico para detectar anticuerpos contra los virus
respiratorios de los pacientes.

DILUCIONES PACIENTE | PACIENTE | PACIENTE | CONTROL | CONTROL [ CONTROL
De SUERQ 1 2 3 SUERO(+} | ERITROCI | COMPLE
TOS MENTO
1 2 1 2 1 2 | 2 1 P
A 1:2 + - + - - - + - + -
B 1:4 + - + - - - + R + -
C 1:8 - - + - - - + -
D 1:16 - - - - - - + -
E 1:32 - - - - - - + .
F 1: 64 - - - - - - - -
G f:128 - - - - - - - -
H 1:256 - - - - - - -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 i0

Paciente 1. 1: 1 25 pl de cada dilucién de sucre de paciente
25 pl de antigeno (1:8)
25 pd de complemento (1:30)
50 plde sistema hemotitico

Paciente 1.1:2 25 plde cada dilucién de suero de paciente
25 ulde veronal
25 ul de complemento
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50 pl de sistema hemolitico
Titulo de anticuerpos del paciente 1: (1:4)

Control de suero (+)
7. 25 pl de cada dilucién del suero de referencia (1:32)
25 pl de antigeno (1:8)
25 pl de complemento
50 i de sistema hemolitico
8: 25 ul de cada dilucién de suero de referencia (1:32)
25 u!l de veronal
25 pl de complemento
50 pl de sistema hemolitico
Titulo del control det suero + (1:32)

Control de eritrocitos:
9: 75 ul de veronal

50 pl de sistema hemolitico
(+} Sedimentacion

Control de complemento:
10: 50 pl de veronal

25 ul de complemento

50 ul de sistema hemolitico
) Hemélisis

PRINCIPIO

La reaccién se lleva a cabe en dos etapas: en la primera etapa, el suero del

paciente se incuba con antigeno en presencia de complemento. Si el suero del paciente

contiene anticuerpos contra el antigeno, el complemento se consume y en la segunda

etapa donde se agrega ¢l sistema hemolitico (eritrocitos-hemolisina) los eritrocitos no

son lisados, en cambio si cl paciente no tienen anticuerpos contra el antigenc el

complemento queda tibre produciendo lisis de eritrocitos.
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RESULTADOS

Se estudiaron tres grupos de 79 pacientes con edades de < 1 a |5 afios, de ambos
SEX0S.
1. Elf primer grupo formado por nifios con diagndstico de asma y con crisis en el
momento de tomarle la muestra. De ambos sexos (tabla 1). Se referira, como grupo de
asma,
2. El segundo grupo integrado por nifios con diagndstico de infeccion respiratoria aguda
(IRA), con edades de < de | afio a 5, ya que también se incluyo a los de 6 a 15 afios
pero no se contd con casos (tabla 1). Se referira como grupo de IRA.

3. Como grupo control se formo un grupo de 79 niftos sanos.

Tabla 1. Caracteristicas de los grupos.

Grupo de asma

Edad Sexo Total
{afios) Fem Mas
<la3 6 17 23
4-7 15 15 30
g-11 10 14 14
12-15 9 3 12
Grupo de TRA
<la3l 28 39 67
4a5h 3 9 12
Controles sanos
<lal 33 22 55
4-7 13 4 17
8-11 2 0 2
12-15 3 2 5

Se formaron cuatro subgrupos en cada grupo (tabla 2 ).
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Tabla 2. [nfecciones virales en pacientes de acuerdo al subgrupo y sexo,

PACIENTES CON ASMA
SUBGRUPOS | EDAD | INFECCIONES VIRALES % CON
(ANOS) POR SEXO INFECCIONES
VIRALES
SEXO
FEM MAS
1 <}-3 | 9 43
2 4-7 6 9 50
3 3-11 7 [ 57
4 12-15 3 2 42
TOTAL 17 21
PACIENTES CON IRA
SUBGRUPOS| EDAD | INFECCIONES VIRALES % CON
(ANOS) POR SEXO INFECCIONES
VIRALES
SEXO
FEM MAS
| <|-3 16 17 49
2 4-5 ] 6 58
TOTAL 17 23
PACIENTES CONTROLES SANOS
SUBGRUPOS| EDAD |INFECCIONES VIRALES % CON
{ANOS) POR SEXO INFECCIONES
VIRALES
SEXO
FEM MAS
] <|-3 0 0 0
2 4-7 0 0 0
3 8-11 0 0 0
4 12-15 0 0 0

I) Infeccifn viral.
A los nifios de cada grupo se les tomo muestra de exudado nasofaringeo. La muestra se
inoculé en cultivo celular y para identificar los virus aislados, se realizé

inmunofluorescencia, utilizando anticuerpos monoclonales para cada virus estudiado

(IA, 1B, PI, AD, y VSR).

39



En el grupo de asma se encontré que 38 nifios presentaron infeccidn por virus, esto
representa el 48% del total del grupo.

En el grupe de IRA la infeccion por virus se identific en 40 nifios que representa ¢l
51% del total del grupo,

En el grupo control no se aisié ni se identificod ningiin virus.

Il)  El VSR se identifico en el 47% de los nifios del grupo de asma (figura 2A), vy ¢l

45% en los niflos del grupo de IRA (figura 2B).

III) Frecuencia de virus respiratorios.
Ademds del VSR se buscaron otros virus gue causan infeccion en vias respiratorias ([A,
1B, Pl y AD).

En el grupo de asma se encontrd que el virus de IB fue identificado en el 18% de los
nifios, [A enel 13%, Ply AD en el 11% (figura 2A).

En e grupo de IRA, ¢l virus mas frecuente después del virus VSR fue ¢l de Pl que
se identificd en el 18%, seguido del AD con 15% (figura 2B).

Como se menciond en el grupo control no se detectd infeccion viral.

No se observd diferencias significativas de la frecuencia de la infeccién viral entre el
grupo | y el grupo U (Prueba estadistica: P Fisher: 0.623). Pero si hay diferencias

significativas entre el grupo | y el grupo 111 (Prueba estadistica: P Fisher 0.00001).
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Pacientes con Asma

Sincitial
Respiratorio
18(47%)
Parainfluenza Adenovirus
4(11%) 4(11%)

Influenza B Influenza A
7{18%) 5(13%)

Figura 2 A. Porcentaje de virus aislados en nifios con asma,

Pacientes con IRA

Sincitial
Respiratorio
18(45%)

Adenovirus
6(15%)

Parainfluenza
7(18%)

Influenza B Influenza A
5{12%) 410%)

Figura 2B. Porcentaje de virus aislados en pacientes con IRA.
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1V)  Frecuencia de la infeccién viral por edad.
Cada grupo fue ordenado en cuatro subgrupos de acuerdo a la edad (tabla 2) v se
analizaron los virus identificados en cada subgrupo.

Las figuras 3A a la 3D muestran los virus identificados en cada subgrupo.

En el grupo de asma, el subgrupo 1 (nifios de <1 a 3 afios) el virus mas frecuente fue
el de [A con 3 pacientes (figura 3A). Para los otros subgrupos el VSR fue el mas

frecuente (figuras 3B-3D).

Para el grupo de IRA, en el subgrupo | el VSR fue e! virus méas frecuente con 16
pacientes (figura 3A). En el subgrupo 2 el virus mas frecuente fue el de IA con 3

pacientes (figura 3B).

Subgrupo 1: <1 a 3 afios

DASMA
HIRA

Pacientes

1A 18 PI VSR AD
Virus aislados

Figura 3A
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Subgrupo 2: 4 a7 ailos

16
14
12
3 10
b= OASMA
@ 8
'2 BIRA
m 6
4
2
0 -
Virus aislados
Figura 3B.
Subgrupo 3: 8 a 11 afios
16
14
12
& 10
E:: 8 O ASMA
© H IRA
c 6 |
#
4 &
2
0 T T 1 i‘T T
1A IB Pi VSR AD
Virus aislados

Figura 3C
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Subgrupo 4: 12 a 15 aiios

16

14

12
2 10
= OASMA
g 8
g BEIRA
S 6

4

0 e . )E ]

1A B PI VSR AD

Virus aislados

Figura 3D

Figura 3A-3D. Frecuencia de la infeecién viral por edad.

V)  Anilisis de Ia frecuencia de cada virus.
Con el fin de analizar de manera individual la frecuencia de cada virus, en fas figuras

4A ala 4E se ordenaron los resultados del inciso anterior pero por virus.

Virus de IA

En los nifios def grupo de asma fue mas frecuente en el subgrupo | (niflosde <1 a2 3
aflos) con 3 pacientes (8%), mientras que en los subgrupos 2 y 3 la frecuencia fue
similar de 1 paciente {3%), en el subgrupo 4 no se detectd (figura 4A).

En los nifios del grupo de IRA, en el subgrupo 2 (nifios de 4 a 1] afios) fue més

frecuente con 3 pacientes (8%).
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Virus de IB
En el grupo de asma, el subgrupo 2 fue més frecuente con 3 pacientes (8%) (figura 4B).

En el grupo de IRA, en el grupo 1 fue mis frecuente con 4 pacientes (10%) (figura 4B).

Virus de PI

En el grupo de asma, el virus de Pl tuvo mayor frecuencia en el subgrupo 2 (niffos de 4
a 7 afios) con 2 pacientes (5%), en los subgrupos 1 ¥ 4 fue similar con solo 1 paciente
{3%) y en el subgrupo 3 no se identifico (figura 4C).

En el grupo de IRA, fue mis frecuente en el subgrupo 1.

VSR

Este virus fue ¢i més frecuente en ambos grupos y por subgrupo se observa lo siguiente:
Grupo de asma, de los cuatro subgrupos el subgrupo 2 {nifios de 4 a 7 afios) fueron los
niflos més frecuentemente infectados con 7 pacientes (18%), le sigue el subgrupo 3 con

6 pacientes (| 5%) (figura 4D).

Grupo de IRA, la frecuencia mas alta fue en el subgrupo 1 con 16 pacientes (40%)

(figura 4D).

Adepovirus

La frecuencia en cada subgrupo fue de:

Grupo de asma: solo se detecto en los subgrupos 1 y 2 con 2 pacientes (5%), no se
identificé en el 3 ni en el 4 (figura 4E).Grupo de [RA: solo se identifico en el grupo 1

con 6 pacientes con 15% (figura 4E)..
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Subgrupo de edad

Influenza A —’
|
2 |
% OASMA |
o #IRA
o —
. i
1 2 3
Subgrupo de edad '
Figura 4 A
Influenza B
2
g OASMA
o BIRA
Q
o

Figura4 B
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Porcentaje

Parainfluenza

18
16

14

12
10

OASMA
BIRA

O N B3

7

Re
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,,}‘_ﬁ
ol

2 3 4
Subgrupo de edad

Figura 4 C

Porcentaje

Sincitial respiratorio

OASMA
B IRA

2 3 4
Subgrupo de edad

Figura 4 D
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Adenovirus

OASMA
HIRA

Porcentaje

1 2 3 4
Subgrupo de edad

Figura4 E

Figura 4A-4E. Tipe de virus por cada grupo de edad.

En la figura 5 se resume el porcentaie de virus aislados e identificados por subgrupo. Se
puede apreciar que en el grupo de asma, el mayor mimero de nifos infectados se

encuentra en el subgrupo 3, nifiosde 8 a 11 afios.

Mientras que en el grupo de IRA el mayor nimero de infecciones es en los nifios de 4 a

5 afios que corresponden al subgrupo 2.
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Porcentaje de aislamientos

2

% DASMA
8 mIRA

O

o

l Grupo de edad

Figura 5, Frecunencia de aislamientos de virus en cada subgrupo .

V1) Infeccidn viral durante cf aiio.

Para conocer la presencia de virus durante el aflo el estudio se siguié por un afio,

durante ef cual se observd lo siguiente:

Grupo de asma. El virus de 1A se aislé con mas frecuencia durante la época de
verano, ¢l virus de IB en verano y otoiio; ¢l de PIen verano, el VSR durante verano y

otofio vy el de adenovirus en otofio (figura 6A).

En el grupo de [RA: el virus de TA se aislé con mas frecuencia en primavera; IB en
primavera; Pl en primavera; el VSR en primavera y otofio y AD) en primavera (figura
6B).
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Pacientes

Pacientes con asma

10

9

8

7

VSR VSR

6

5

4 P

5 VSR mie B hD vsh
A H

2 1o |

I8 hD Pt

0 - o ——

Primavera Verano Otofio Invierno

Estaciones del afio

Figura 6A. Infeccitn viral durante el aiic en pacientes con asma.

Pacientes

Pacientes con IRA

10
g9
8
V3R
7
VSR
6
5
hD
4
VSR
3
Pl Pl VSR
2 .
I A pD B
Y —fi
0 &
Primavera  Verano Otono Inviemno

Estaciones del afio

Figura 6B. Infeccién viral durante ¢l aio en pacientes con IRA.
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Por medio de una prueba de x* se determing lo siguiente:

La frecuencia de las infecciones virales en pacientes con asma e IRA son
independientes de la estacién del afio.
El valor calculado para X = 1067, P = 0.014 es significativo por lo que la
frecuencia de las infecciones virales en pacientes con asma ¢ IRA dependen de la

estacién del afio (1abla 3).

Fabla 3. Frecuencia de las infecciones virales en pacientes con asma e IRA durante

tas estaciones del afio.

ESTACION PEL ANO
Primavera [ Verano I Otofio Inviemo | Total
PACIENTES
ASMA 6 16 13 3 38
IRA 18 6 i2 4 40
TOTAL 24 22 25 7 78

La infeccion viral en un paciente con asma ¢ [RA no depende del tipo de virus con el

que es infectado.

El valor de x* = 1.6; P = 0.807 no es significativo (tabla 4).

Tabla 4. Tipos de virus con que ¢s infectado los pacientes con asma e IRA.

TIPO DE VIRUS
Influenza | Influenza | Parainfluenza Sincitial Adenovirus | Total
A B Respiratorio
ASMA 5 7 4 18 4 38
[RA 4 5 7 18 6 40
TOTAL 9 12 11 36 10 78




La severidad de la crisis de los pacientes con asma no dependen de una infeccion
viral durante alguna época del afio.

El valor de x* = 1.79: P = 0.618 no es significativo {tabla5).

Tabla 5. Crisis de los pacientes con asma e infecciones virales durante el aio.

ESTACIONES DEL ANO
PACIENTES | Primavera | Verano | Otofie | Inviemo | Total
Crisis 12 21 39 7 79
s/ infeceidn
Crisis 3 9 21 5 38
¢/ infeccion
TOTAL 15 30 60 12 117

Para comprobar lo anterior se aplico el andlisis de varianza de H Kruskal Wallis
resultando una P =0.0663, por lo tanto se comprueba lo anterior siendo no significativo

el valor (figura 7).
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Figura 7 . Correlacién de crisis asmatica ¢ infecciones virates durante el ailo,
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Vi) Valoracién de la respuesta inmune ante vires respiratorios en pacientes

con asma,

Para evaluar si los nifios, han producido una respuesta contra alguno o todos los virus
que se trabajaron es este estudio, se buscod la presencia de anticuerpos [gG. No fue
posible tomar dos muestras para demostrar la elevacidn del titulo de anticuerpos, por lo
tanto no se puede considerar como prueba de diagnéstico. Pero si podemos valorar si los
nifios ya tenian una respuesta montada para un determinado virus.

Se observé que para el virus de PI el mayor porcentaje de nifios (33%) presentaron

anticuerpos (tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de nifios con respuesta inmune humoral (IgG) contra los

diferentes virus en pacientes con asma.

TIPO DE VIRUS PRESENCIA DE
ANTICUERPOS (%)
Influenza A 23
Influenza B 9
Parainfluenza 33
Sincitial respiratorio 14
Adenovirus 10

Por iltimo, ya que un alto porcentaje de nifios tiene anticuerpos contra el virus de
parainfluenza y son 3 los serotipos principales, se decidié ver contra cual de estos tiene
mayor respuesta. En la tabla 7 se puede observar que los pacientes con asma han

montado una respuesta mayor contra €l virus de PI-3. Ademas se puede observar que en
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fos nifios de 4 a 7 afios (subgrupo 2), la respuesta humoral es mayor que en los otros

subgrupos. En los nifios de 8 a 1| affos la respuesta por anticuerpos fue menor (8%).

Tabla 7. Serotipos de anticuerpos contra el virus de parainfluenza.

GRUPO PI-1 PI- 2 PI-3 %
DE EDAD
(ANQS)

<la3 2 2 7 46

4-7 i 7 7 62

8-11 0 1 | ]

12-15 0 ] 3 17
TOTAL 3 11 18
% 12 46 75
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DISCUSION

En los altimos afios la importancia de detectar y registrar as infecciones por el
VSR en humanos se ha incrementade debido a que origina una alta morbilidad y
mortalidad en infantes y nifios (42). Varios autores han postulado que las infecciones
virales particularmente del VSR, contribuyen en el desarrollo de procesos asmaticos
(59), ademas, es el principal agente casual de brenguiolitis y ncumonias en nifios con

IRA (15).

Al igual que en trabajos previos, en los que el VSR es considerado como el patdgeno
mas importante en infantes y nifios (15), en este trabajo se observo que el VSR fue el
més frecuente, tanto en los pacientes con asma como en los pacientes con IRA. En
ambos la frecuencia fue similar (figura 2A y 2B), no se obtuvo diferencias significativas

(P = 0.623) entre cstos dos grupos, pero si con respecto al grupo control.

La alta frecuencia de aislamientos del VSR ademds de ser el principal patégeno en
estas edades, también puede ser porque: 1) las técnicas de laboratoric usadas fueron las
adecuadas para el aislamiento, 2) que la edad en el éxito del aislamiento influye, ya que
los virus se liberan en mayor cantidad en personas menores de 7 aflos que en personas
mayores {15). 3) o también perque los titulos virales de las muestras inicialmente se

encontraban altos, por lo cual el virus pudo sobrevivir al transporte.

Con respecto a las infecciones por otros virus, se observd que en los pacientes asmélicos

las infecciones por los virus PI y AD se encontraron con una frecuencia menor; mientras
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que en los pacientes con IRA las infecciones que se detectaron con menor frecuencia

fueron las de los virus 1A e 1B (tabla 2A y 2B).

En los pacientes con asma, el VSR se presentd en todos los grupos de edad (figura 41),
y considerando que estos nifios presentaron crisis asmatica, podriamos pensar en una
infeccion primaria, pero principalmente podria tratarse de la reactivacion de una
infeccion previa, ya que varios autores han sugerido, que e! VSR puede ocasionar
mecanismos de hiperreactividad y ante una segunda infeccion desencadenar un proceso
inflamatorio severo e investigadores han asociado al VSR y ¢l virus de Pl con
sibilancias (4). Cabe mencionar que aunque en este trabajo no se identificd una
asociacién directa con el VSR, podemos decir que por su alta frecuencia en pacientes
con crisis asmatica, pudiera tener una caracteristica intrinseca que pudiera cstar

relacionada con la hiperreactividad de las crisis asmaticas.

En los pacientes asmaticos en los subgrupos 2 ¥ 3 (4 a 11 afios) la infeccion con VSR se
detectd en el 18% vy 15% respectivamente; en el subgrupo | (<1 a 3 afios) solo se
detecté en un 5%, en este subgrupe se esperaba que estos pacientes fueran mds
susceptibles a la infeccién y con mayor severidad (4 ), sin embargo no se observé asi.
Esto puede deberse a que muchos de estos nifios pudieron presentar titulos attos de

anticuerpos maternos, los cuales los protegieron de la infeccion viral (4, 40).

En cuanto a la presencia de otros virus por subgrupo de edad, hay algunas
concordancias con lo reportado por otros autores (4, 18, 59). Se ha reportade que el
virus de influenza A es uno de los virus mas frecuentes. En este trabajo se observo que,
en el subgrupo 1 {<1 a 3 afios) de nifios asmaticos se present6 en un 8% (figura 4A) yen
los pacientes con IRA en el subgrupo 2 (4 a 7 aflos) con un 8%, sin embargo en los

otros subgrupos de edad (8 a 15 afios) fue menor o igual que el virus de IB. Se ha
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reportado que, aunguc €l virus de influenza es mds frecuente, hay edades especificas en
las que la tendencia por las infecciones por el virus de IB es mayor (27, 52).

Se sabe que las infecciones por adenovirus puede establecer infecciones persistentes en
vias respiratorias superiores, provocando procesos inflamatorios crénicos que pueden
sev responsables de inducir asma (30, 31, 59).

En la literatura internacional se reporta que la mayor incidencia de adenovirus sc ha
observado en niflos menores de 5 aflos con un 5-10% de todas las infecciones
respiratorias (31). En este trabajo fue de 11% . Los adenovirus solo se presentaron en
los primeros grupos de edad (<1 a 7 afios) (figura 4E) en los pacientes con asma y en los
pacientes con IRA en el grupo 1 (<1 a 3 afios).

Esto tal vez se pudo deber a que se trate de la reactivacion de una infeccidn persistente
adquirida, principalmente en los nifios menores de § afios de edad, por lo que los nifios
de menor edad fucron los més susceptibles.

En et grupo de asma el subgrupo de edad con mayor nimero de infecciones virales se
presenté en el 3 (8 a 11) y en los pacientes con [RA fue en el subgrupo 2 (4 a 5 afios), la
explicacidn de la frecuencia en estos grupos de edad puede ser que, son niflos que van a
la escuela y que al estar en contacto con otros nifios infectados contraen la infeccion v la
introducen al hogar infectado a sus hermanos menores y que los niitos con dafio previo
(asma o hiperreactividad) que son mayores de (4 a 7 aiios) son blanco facil para este

tipo de infecciones.

Para valorar si ya existia una respuesta humoral contra alguno ¢ algunos de los virus, se
detectaron y titularon anticuerpos 1gG para todos los virus estudiados.

A pesar de que ¢l VSR fue ¢l agente etiol6gico aislado con mayor frecuencia, hubo una
deteccidn de anticuerpos muy baja (tabla 6). El nimero tan bajo de anticucrpos
detectados pudo deberse a que la respuesta inmune ante una infeccién primaria por VSR

tiende a ser muy débil y de corta duracion. Esta respuesta tan débil algunos autores la
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atribuyen a tres factores : 1} a la presencia de anticuerpos maternos puede interferir de
alguna manera con la produccion de anticuerpos anti-VSR, como sucede con el virus
del sarampion que ademds es de la misma familia, 2) el sistema inmune a esa edad es
inmaduro, 3) no hay una proteccién eficiente de anticuerpos, ya que en una infeccidn
primaria los titulos de anticuerpos son bajos y disminuyen rapidamente hasta alcanzar
titulos no detectables y van aumentando con las reinfecciones, para producir titulos
mayores que persisten  por mas tiempo proporcionando mayor proteccion, es por ello
que las infecciones por este virus son mds severas en infantes (28,42),

Por ultimo hay que considerar que la técnica de fijacion de complemento no detecta

litulos muy pequefios de anticuerpos sobre todo en infantes (15, 28, 53).

Para el virus de [B, el cual sc aislé en un 18% de los casos con asma y en el 12% de
casos con [RA, también la presencia de anticuerpos se detect6 bajo, sélo en un en (9%)
(tabla 5). Puede deberse a que el virus infecta a edad temprana, induciendo la
produccion de anticuerpos protectores pero de corta duracidn, por fo que la deteccion de
anticuerpos es baja. En el caso de [A, la deteccidn de anticuerpos fue frecuente, pero
también la identificacién de virus. Para explicar este hecho, hay que considerar que el
virus de 1A es un virus con alta frecuencia de variacidn. Variacidn que se da por
diferentes mecanismos, los mas conocidos son la mutacién y la recombinacién. Al
haber diferentes virus de IA. la respuesta de anticuerpos aungue sea alta es ineficiente
para neutralizar o evitar la reinfeccion con los diferentes virus de [A.

Con el virus de Pl en nifios con asma hay un bajo porcentaje de aislamientos {11%) pero
la respuesta de anticuerpos fue la mayor (32%). Esto concuerda ya que nos indica que la
proteccidn por anticuerpos es efectiva, por eso hay menos infecciones severas por este
virus. El virus afecta principalmente nifios producicndo epidemias, ademas hay 3
serotipos los cuales pueden producir infecciones recurrentes con el mismo serotipo

después de un periodo corto de tiempo (16, 49), esto pude explicar, porque hay una alia
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frecuencia de anticuerpos contra el virus de PL. Como se puede observar el virus de PI
lipo 3 fue el mas frecuente, ya que se detectaron anticuerpos en un 75% de los nifios y
el grupo de edad con mayor presencia de anticuerpos contra este virus fuc el 2 (4 a 7
afios) con un 62%. Los otros dos serotipos fueron menos frecuentes, estos resultados

concuerdan con reportes por otros autores (16, 49).

De acuerdo a fa x® (tabla 3) la frecuencia de las infecciones virales en pacientes con
asma e IRA dependen de la estacidn del afio, como se puede ver en la figura 6 A v 6B,
la infeccién viral en pactentes con asma es més frecuente en verano y en los pacienleé
con [RA en primavera, puede deberse a que en verano existen factores ambientales
como la humedad y las bajas temperaturas, que permiten que se presenten algunos virus
y estos pueden favorecer la exacerbacion de asma, ademds estas condiciones hacen mas
susceptibles al hospedero sobre todo a los pacientes con asma (23. 68). En los pacientes
con [RA la frecuencia fue mayor en primavera, lo que concuerda con reportes que
mencionan que en esta ¢poca del aflo hay virus que circulan infectando con alia
frecuencia (23).

Hay dos tipos de virus, los cuales se ha reportade que tienen una ocurrencia estacional
mas marcada y son el VSR y el virus de influenza, los cuales presentan brotes en
invieno y en primavera (15, 52). En nuestros resultados la ocurrencia es mas marcada
en primavera (tabla 6A v 6B).

Por otro lado se observan valores menores en invierno tanto en pacientes con asma y
con IRA, como el estudio se realizd con niftos que ingresaron al pabeltén, pudiera ser

que en esta época dei afio coincide con los periodos vacacionales por lo que hay poca

i6n d ’ el alal) N
recepcion de muestras ESTA TESIS NT S4r 12
DE LA BIRLICT L4

También se observd que en una infeccion viral tante en un paciente con asma como con

IRA no depende del tipo de virus con que es infectado (tabla 4) es decir, segiin nuestros



resultados ya sea un virus de 1A, IB, P1, VSR o AD pueden provocar una enfermedad
tanto en un paciente con asma como con [RA. La dnica diferencia que encontramos
entre los pacientes con infeccion viral con asma y con IRA es que, los pacientes con
asma presentan mayor obstruccion de las vias respiratorias con crisis que hacen que el
paciente tenga que ser intemado y su recuperacién sca mas lenta que la de un paciente

con una IRA.

Finalmente se observe que la severidad de la crisis de los pacientes con asma no
depende de una infeccion viral durante alguna época del afio.

Sin embargo, varios estudios relacionan fuerternente a los virus respiratorios sobre todo
al VSR como desencadenantes del desarrollo de procesos de asma (59 ). Esto tal vez
pudiera deberse a que el numero de muestras estudiadas fue pequefia, por lo cual las
diferencias son poco significativas, para ello si se incrementa el nomero de muestras
estudiadas y se relacionan mas factores que involucran a los procesos de hiperactividad

v a los virus podriamos ver claramente esta relacion.
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CONCLUSIONES

* E1 VSR fue aislado ¢ identificado con mayor frecuencia en los pacientes con asma y
con IRA.

* E! VSR fue aislado en todos los grupos de edad en los niffos con asma y con IRA.

* Los virus de parainfluenza y adenovirus fueron aislados con menor frecuencia en los
nifics con asma y en los nifios con IRA los virus de menor frecuencia fueron los de
influenza.

* En los pacientes con asma e! mayor numero de infecciones virales se detectd en nifios
de 8 a 11 aitos de edad y en los pacientes con IRA en nifioscon 4 a 5 afios .

* La mayor parte de nifios con asma presentd anticuerpos contra el virus de
parainfluenza, siendo mas frecuente contra el serotipo 3.

* La frecuencia de las infecciones virales en pacientes con asma e [RA dependen de fa
estacion del afio.

* La infeccidn viral tanto en un pacientes con asma como con 1RA no depende del tipo
de virus con que es infectado

* La severidad de Ia crisis de los pacientes con asma no dependen de una infeccion viral
durante alguna ¢época del afio, la diferencia que se encontrd ¢s que en los pacientes con
asma con una infeccidn viral puede llegar a desencadenar un cuadro severo con
necesidad de hospitalizacidn y con tiempo de recuperacién mas lenta que en los

pacientes con TRA.
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