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RESUMEN

La hipétesis higiénica intenta dar explicacion coherente al incremento del asma en paises
desarrollados. Diversos estudios centran su atencion en el papel que desempefian las
inmunizaciones sobre el sistema inmune y la influencia que ejercen sobre la atopia. El
objetivo de este trabajo fue determinar las diferencias entre las concentraciones séricas de
anticuerpos contra el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (anti-AgsHB), IgE
total (IgE) y area de la prueba cuténea con el antigeno (Ag) vacunal, de la vacuna cubana
contra la hepatitis B, Heberbiovac-HB, en nifios asmaticos y no asmaticos. Se evalud la
influencia de la gravedad del cuadro clinico del asma sobre la respuesta inmune frente al
Ag: se realiz6 estudio prospectivo y transversal, constituido por 103 nifios asmaticos
atendidos en el Hospital Infantil Docente "William Soler" y 37 no asmaticos de un area de
salud del Centro de Atencién Primaria "Julidn Grimau" de la Ciudad de La Habana, Cuba.
Todos los nifios fueron vacunados con la vacuna Heberbiovac-HB, segin esquema cubano
de vacunacion. Se realizo el test de ANCOVA para determinar las diferencias entre ambos
grupos. En el grupo de nifios asmaticos, se realizd un test de Duncan pos-hot, para
establecer las diferencias, segun la severidad del asma. Las diferencias significativas se
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centraron en las pruebas cutdneas, siendo menor el area de la prueba cutanea en asmaticos
con respecto a los no asmaticos; la prueba cutédnea control (PCC) y la prueba cutanea vs.
antigeno vacunal de la hepatitis B (PCHB), PCC (166,5 vs. 233,6 mm?; p= 0,0077) y la
PCHB (1 020,4 vs. 1 318,15 mm?; p= 0,0173). La severidad del cuadro clinico en asmaticos
se relacion6 de manera directa con las concentraciones de IgE e inversa con el area de la
PCHB. Los nifios asmaticos respondieron con menor area en la prueba cutanea retardada al
compuesto vacunal, que los no asmaticos. La respuesta se deterioré a medida que se
incremento la gravedad del asma y las concentraciones de IgE.

Palabras clave: atopia, asma, prueba cutanea retardada, IgE, severidad del asma, Anti-
AgsHB.

ABSTRACT

The hygienic hypothesis tries to give a coherent explanation to the increase of asthma in the
developed countries. Several studies focus their attention on the role played by
immunizations in the immune system and on the influence they exert on atopy. The
objective of this paper was to determine the differences among the serum concentrations of
antibodies against the hepatitis B surface antigen (anti-AgsHB), the total IgE (IgE) and the
area of the skin test with the vaccinal antigen (Ag) of the Cuban vaccine against hepatitis B,
Heberbiovac-HB, in asthmatic and non-asthmatic children. The influence of the severity of
the clinical picture of asthma on the immune response against Ag was evaluated. A
prospective and cross-sectional study that included 103 asthmatic children attended at
"William Soler" Children Teaching Hospital and 37 non-asthmatics from a health area of
"Julidan Grimau" Primary Care Center in Havana City, Cuba, was conducted. All the children
were vaccinated with the Heberbiovac-HB vaccine according to the Cuban vaccination
scheme. ANCOVA test was made to determine the differences between both groups. In the
group of asthmatic children, Duncan's post-host test was carried out to establish the
differences according to asthma severity. The significant differences were centered on the
skin tests. The area of the skin test in asthmatics was lower than that of the non-
asthmatics; the control skin test (CST) and the skin test against the hepatitis B vaccine
antigen (STHB), CST (166.5 vs. 233.6 mm2; p=0.0077) and STHB (1 020.4 vs. 1 318.15
mm2; p=0.0173). The severity of the clinical picture in asthmatics was directly related to
the IgE concentrations and inverse to the area of STHB. The asthmatic children responded
with less area to the vaccinal compound in the delayed skin test. The answer deteriorated
as the severity of asthma and the IgE concentrations increased.

Key words: atopy, asthma, delayed skin test, IgE, asthma severity, Anti-AgsHB.

INTRODUCCION

El incremento en la prevalencia de las enfermedades alérgicas en los paises desarrollados
en el Ultimo siglo, principalmente en las 3 Gltimas décadas, ha sido bien argumentada. ! En
Cuba se observa una tendencia similar, con una prevalencia del 14 % en la poblacién
infantil. °
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Las marcadas diferencias en la prevalencia entre poblaciones con igual fondo genético,
apuntan a que esta epidemia esta condicionada por cambios ambientales, mas que por
cambios genéticos.>*

La hipdtesis higiénica es una probable explicacion a la progresion epidémica de estas
afecciones. > La mengua del tamafio familiar, los cambios en el estilo de vida y la mejoria de
las condiciones higiénicas, con la consecuente disminucidon de la exposicion a infecciones en
la infancia, han favorecido la expresion de las enfermedades alérgicas en paises con amplio
desarrollo y sdlidos sistemas de salud. *°

Los programas de vacunacién en la infancia temprana ofrecen un vasto campo de estudio,
al constituir intervenciones inmunoldgicas planificadas. Es ademas conocido que
determinadas vacunas son capaces de inducir o reforzar un patron de secrecion de
citocinas, predominantemente Th2, lo que pudiera modificar la repuesta inmunoldgica en un
nifio, haciéndolo mas o menos susceptible a la formacidon de IgE, fendmenos atdpicos y
respuestas diferentes a antigenos (Ags) inocuos.

En Cuba se realizd un estudio en nifios menores de 3 anos, vacunados con la vacuna cubana
contra la hepatitis B, en el que se observd que los porcentajes de hiperrespuesta y las
medias geométricas de concentracion sérica de anticuerpos (Acs) especificos fue menor en
nifios asmaticos que en los no asmaticos. ©

En un estudio controversial realizado en ninos japoneses, se encontrd que existia asociacién
inversa significativa entre la respuesta a la prueba cutdnea de tuberculina y sintomas de
asma, donde fue menor la prevalencia y gravedad del cuadro clinico en aquellos nifios
tuberculina positivos. ’

Los resultados anteriores sugieren que el "fenotipo atdpico" de un individuo lo predispone a
tener respuestas diferentes ante inmunizaciones con respecto a individuos normales, o bien
gue la inmunizaciéon con determinados Ags que favorecen respuestas Th1, podria ejercer
algun efecto protector contra enfermedades alérgicas.

En el presente estudio determinamos las diferencias entre las concentraciones séricas de
Acs contra el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (anti-AgsHB), IgE total (IgE)
y area de la prueba cutanea con el Ag vacunal, de la vacuna cubana contra la hepatitis B,
Heberbiovac-HB, en nifios asmaticos y no asmaticos. Se evalud la influencia de la gravedad
del cuadro clinico del asma sobre la respuesta inmune frente al Ag.

METODOS

Se estudiaron 103 nifios asmaticos atendidos en el Hospital Pediatrico Docente "William
Soler" y 37 no asmaticos procedentes de un area de salud del municipio Arroyo Naranjo,
con edades entre 7 meses a 12 afios, desde marzo del 2002 hasta enero del 2003, en la
Ciudad de La Habana, Cuba. Todos los nifios habian completado el esquema de vacunacién
contra el virus de la hepatitis B, con la vacuna cubana Heberbiovac-HB (20ig/mL). El
esquema utilizado fue: 1ra. dosis al nacimiento, 2da. dosis 1 mes, 3ra. dosis 6 meses de
edad, segun el programa cubano de vacunacion.

El grupo de nifios asmaticos se clasificd de acuerdo con la gravedad del cuadro clinico y las
pruebas funcionales respiratorias en:

- Leve intermitente: sintomas y signos de asma < 1vez/semana; exacerbaciones leves;
sintomas nocturnos < de 2 veces/mes; pruebas funcionales respiratorias: volumen
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espiratorio forzado en 1 segundo (FEV1) o flujo espiratorio maximo (PEF) 80 %, variabilidad
de FEV1 o PEF 20 %.

- Leve persistente: sintomas y signos de asma 1 vez/semana, pero no diarios;
exacerbaciones que pueden limitar la actividad fisica y el suefo; sintomas nocturnos 2
veces/mes; FEV1 o PEF 80 %; variabilidad de FEV1 o PEF de 20-30 %.

- Moderada persistente: sintomas diarios; exacerbaciones que pueden limitar la actividad
fisica y el suefio; sintomas nocturnos 1 vez/semana; FEV1 o PEF 60-80 %; variabilidad de
FEV1 o PEF 30 %; uso de B miméticos diarios.

- Severa persistente: sintomas nocturnos frecuentes; limitacion fisica continua;
exacerbaciones frecuentes; FEV1 o PEF < = 60 %; variabilidad de FEV1 o PEF 30 %. La
clasificacion de la gravedad se bas6 en las recomendaciones del Comité de Expertos de la
WHO/IAC. 8 Se excluyeron todos aquellos nifios con antecedentes maternos de hepatitis B
durante el embarazo.

En los niflos no asmaticos se excluyeron aquellos que tuvieran antecedentes personales de:
enfermedades atodpicas, cronicas o del sistema inmune, infecciones agudas un mes antes del
estudio y tratamiento inmunomodulador en el ultimo afio. El estudio fue aprobado por el
Comité de Etica del Hospital "William Soler".

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncidn venosa antecubital. Se dejo retraer el
coagulo y el suero obtenido se dispenso en alicuotas de 1,5 mL, que se conservaron a -20
OC hasta la realizacién de las determinaciones de las concentraciones de IgE y anti-AgsHB.

Ensayo para las determinaciones de anti-AgsHB e IgE

Se realizé ELISA cuantitativo tipo sandwich de doble antigeno para la cuantificacion de anti-
AgsHB, UMELISA-AgsHB, que posee una sensibilidad de 10 UI por litro, segin las normas
del fabricante (Kit comercial, Centro de Inmunoensayo, Cuba). Los resultados se expresan
en UI/L.

Se realizé un ensayo cuantitativo, ultramicroanalitico inmunoenzimatico de captura,
UMELISA-IgE, segun las normas del fabricante (Kit comercial, Centro de Inmunoensayo,
Cuba), para determinar las concentraciones de IgE total (UI/L). Este método detecta
concentraciones superiores a 10 UI/L.

La solucidn para la prueba cutanea control (solucion PCC) consistiéo en una mezcla de
glicerol al 10 % mas buffer fosfato salino (PBS), y para la prueba cutanea especifica de
hepatitis B (PCHB), se afiadié a la solucion PCC una concentracién de 62,5 ig/mL, del
antigeno de superficie de la hepatitis B, obtenido por tecnologia de ADN recombinante,
autorizado para su uso en humanos y que es el componente antigénico de la vacuna cubana
Heberbiovac-HB, procedente del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB). La
escarificacion para la prueba cutanea (Prick test) se realizé con lanceta estéril, en la cara
anterior del antebrazo izquierdo, y se aplicaron 20 L de las soluciones PCC y PCHB (1,25
Mg por aplicacién), con una separacion de + 4 cm entre ambas. La respuesta se midié a las
48 horas, delimitando el infiltrado con un objeto de punta roma, y una vez precisado, se
sombred y transfirid a un papel. Se midié el area en milimetros cuadrados (mm2) en un
equipo DIGIPAG (Easysoft, Cuba) de colimador redondo. Todas las soluciones fueron
preparadas en el Laboratorio de Inmunologia Celular del Instituto de Vacunas "Carlos ]
Finlay".

Analisis estadistico
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El analisis estadistico se realizé con la transformacién logaritmica de los valores de anti-
AgsHB e IgE para calcular la media geométrica de las concentraciones de ambos
anticuerpos. Mediante el test de Kolmogorov-Smirnov se determind el ajuste a la
normalidad de las variables anti-AgsHB, IgE, PCC y PCHB antes de proceder al resto de los
analisis. Se calcularon las medias de PCC, PCHB, anti-AgsHB e IgE total. Se compararon las
medias PCC, PCHB, anti-AgsHB e IgE, mediante un analisis de covarianza (ANCOVA)
estratificando la muestra en asmaticos y no asmaticos. Se controlé como covariante, en el
caso de los logaritmos de anti-AgsHB y de IgE, la variable tiempo transcurrido desde la
culminacion del esquema de vacunacion (TCEsq). En el caso de la PCHB, ademas de la
variable anterior, se controld la PCC. En el de la IgE se removié la edad del nifio. Se realizd
ANCOVA en los nifios asmaticos, para determinar diferencia entre medias segln la gravedad
del cuadro clinico para las variables anti-AgsHB, IgE, PCHB. Se realiz6 el test de Duncan
pos-hoc, para determinar cudles medias diferian entre si. Se considerd significativa una
probabilidad (p) menor de 0,05. Para el procesamiento de los datos se utilizd el paquete
estadistico SPSS versién 10.0 (Mcintoch ind.)

RESULTADOS

En el grupo de ninos asmaticos se encontré disminucién de las areas de PCC y PCHB, asi
como un incremento de las concentraciones de IgE con respecto a los nifios no asmaticos.
Estas diferencias fueron significativas para la PCC (166,5 vs. 233,6 mm?, p=0,0077) y la
PCHB (1020,4 vs. 1318,15 mm?, p=0,0173). Las concentraciones de anti-AgsHB se
comportaron de manera similar en ambos grupos (tablal).

Tabla 1. Medias de anti-AgsHB, IgE v pruebas cutaneas {control v hepatitis),
Fesultados del ANOWVA

Yariables Asmaticos Mo asmaticos F =
.ﬂ-.r‘lti—.-'l'-.gSHE- 74,574 75,539 0,16 0,691
IgE 129,61 96,226 2,01 0,159
PCC 166, 5 233,640 7,32 0,0077 (**)
PCHB 1020,395 1318,149 5,81 00173 (*)

Anti-AgsHB: anticuerpo anti-antigeno de superficie del virus de |a hepatitis B; PCC: area de la

prueba cutanea control; PCHE: area de la prueba cutanea de antigeno de hepatitis B,

En los nifios con cuadro clinico moderado persistente y severo persistente, con respecto a
los clasificados con asma leve intermitente y leve persistente, se observé un incremento
significativo de las concentraciones de IgE (131,22, 173,38 vs. 71,78, 74,21; p=0,0209) y
disminucién del area de PCHB (813,256, 869,486 vs. 1254,753, 1152,606; p=0,0071). No
se observaron diferencias en las concentraciones de anti-AgsHB entre los grupos estudiados
(tabla 2).
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Tabla 2. Relacidn entre la gravedad del cuadro clinico de asma bronquial y 1as medias de las
areas de |a prueba cutanea hepatitis (PCHBY, IgE v anti-AgsHE

Medias
Gravedad Media F p Media F 4] anti- F p
PCHE IgE AgsHB
Leve 1254,753 | 426 | 0,007 | 71,78 | 3,3968 | 0,02 E2,40 | 0,792
intermitente 1"y 09 0,5011
(*)
Leve 1152 606 74,21 £3,06
persistente
Moderada 813,256 131,2 85,22
persistente 2
Severa 869,486 173,3 195,27
persistente 8

Sin sintomas: sin sintomas ni signos de asma en el Altimo afio antes de iniciar el estudio; leve

intermitente: sintomas y signos de asma < 1 vez/ semana, sintamas nocturnos <2 veces/mes;

moderada persistente: sintomas nocturnos =1 vez/ semana, uso de B mimeéticos diarios; severa
persistente: sintomas nocturnos frecuentes, limitacion fisica continua,

DISCUSION

En los ultimos afios se han realizado varios estudios dirigidos a dilucidar el papel que
desempefian las inmunizaciones, promoviendo o contrarrestando la tendencia al incremento
de la prevalencia de las enfermedades atodpicas y de los fendmenos de formacion de IgE. En
este contexto, se han obtenido resultados controvertidos entre diferentes investigadores.

Se ha descrito un probable papel protector de la vacunacién con BCG y la aparicién de
asma. Shirakawa y col., en un estudio realizado en Japon, encontraron la existencia de
asociacidn inversa entre la respuesta cutanea a la tuberculina y concentraciones séricas de
IgE total y especifica, secrecién de citocinas Th2 y sintomas atépicos, ’ de lo que se derivé
que una respuesta positiva a la tuberculina es capaz de predecir una menor incidencia de
asma.

En este sentido, en un estudio multicéntrico en diferentes ciudades de Espafia, se encontrd
que la vacunacién con BCG ofrecia una discreta proteccion en la aparicién de asma, ° lo que
coincidié con estudios realizados en nifios africanos. ° Sin embargo, otros autores no han
encontrado el papel protector de la vacunacion con BCG y aparicién de sintomas de la
enfermedad, *'** y tampoco asociacién entre el didmetro de la prueba cuténea de
hipersensibilidad retardada al Mycobacterium tuberculosis y la atopia. ***>

En un estudio en 5 ciudades alemanas con una muestra de 1 381 nifios inmunizados con
vacunas de compuestos proteicos solamente (toxoide tetanico y diftérico, DT), se reportd
que estas favorecian significativamente la formacion de IgE total y especifica contra tétanos
y difteria, asi como de IgG4 especifica; ambos anticuerpos son representativos de patréon de
respuesta inmune Th2, comparados con nifios vacunados con DPT (vacuna de toxoide
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tetanico y diftérico, asociado con el microorganismo completo muerto de Bordetella
pertussi). 3

Coincidentemente con algunos resultados descritos en la literatura ”°'° y en desacuerdo con
otros, 111316 en el presente estudio se encontrd una significativa disminucién de la
respuesta de hipersensibilidad cutéanea retardada para el antigeno de la hepatitis B (PCHB)
en asmaticos, con respecto a nifios los no asmaticos. Este comportamiento pudiera ser el
reflejo del disbalance de la respuesta inmune en el atopico frente a retos antigénicos y su
tendencia a la secrecidn de citocinas Th2, **° con disminucién de la secrecién de INF-3,
principal mediador de la respuesta inmunitaria celular. 7**2° Este desequilibrio en la
proporcion Thl/ Th2, no fue corroborado con la medicién de citocinas representativas de
cada patrdn, lo que nos impide dar conclusiones en este sentido. Basandonos en los
resultados de las pruebas cutaneas vy la literatura relacionada, podemos decir que esta
pudiera ser la causa del comportamiento en nuestros nifios. No encontramos resultados
reportados que describan, en individuos atépicos, el comportamiento del didmetro o area de
una prueba cutdnea de hipersensibilidad retardada contra el antigeno de la hepatitis B.

Las concentraciones de IgE total fueron mayores en nifnos asmaticos, aunque sin
significacion estadistica. La ausencia de significacion podria estar en concordancia con la
terapéutica empleada en los asmaticos o debido a que las infestaciones parasitarias todavia
constituyen un problema de salud en nuestra poblacién infantil. 2 También estos resultados
pueden estar condicionados por la exiglidad de la muestra. Otros autores han encontrado
que la administracion de algunas vacunas a individuos asmaticos, inducen un aumento
significativo de las concentraciones de IgE total y especifica. ®7%2

Al comparar los resultados para la PCC en ambos grupos, resulta curioso que el
comportamiento fue similar a la PCHB; a diferencia de lo reportado por los productores de
Prick test comerciales 2>%® para pruebas cutaneas retardadas; se encontraron diferencias
significativas entre asmaticos y no asmaticos. Una probable explicacion pudiera ser que el
glicerol, sustancia de amplio uso en la vida moderna, se comporta como un Ag ya conocido,
ya que la prueba cutdnea evalla la capacidad de memoria y respuesta del sistema inmune.
Otro hecho que pudiera relacionarse con este comportamiento, es que el Prick test
comercial, no rompe las barreras naturales (epidermis), mientras que nosotros realizamos
escarificacion de la piel, por lo que la puesta en contacto del sistema inmune con el
antigeno (glicerol) es mucho mas eficiente, donde se activan sistemas inespecificos de
defensa, que coadyuvan con las citocinas liberadas, al reclutamiento y activacién de clones
de células T especificas.

Al analizar la influencia de la gravedad del cuadro clinico sobre nuestras variables,
observamos que los ninos clasificados con asma moderada y severa, tenian mayores
concentraciones séricas de IgE total y menor area de prueba cutanea, de manera
significativa, comparados con los no asmaticos. Esto pudiera reflejar que mientras mas
intensa es la afectacion mayor es la desviacién de la respuesta a un patron Th2, con la
inhibicién sucesiva de la secrecién de citocinas Thi. 7>’ Nuestros resultados coinciden con lo
encontrado por varios estudios, que analizan la respuesta de nifios asmaticos a diferentes
tipos de vacunas. En estos se encontré asociacién inversa entre la gravedad de los sintomas
de asma y respuesta de hipersensibilidad cutanea retardada, asi como incremento de las
concentraciones séricas de IgE, 71913 a pesar de no encontrar el papel protector de
estimuladores de respuestas Th1, como el BCG. 1912

Concluyendo, en nuestro trabajo encontramos que los nifios asmaticos tuvieron menor
magnitud en la repuesta cutanea retardada al compuesto antigénico vacunal contra la
hepatitis B, comparados con nifios no asmaticos. La severidad del cuadro clinico se relaciono
inversamente con la capacidad de respuesta cutanea y directamente con las
concentraciones séricas de IgE total, lo que sugiere que nifios con "fenotipo alérgico",
presentan un comportamiento diferente frente a la vacuna cubana Heberviobac HB.
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