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RESUMEN:

Objetivo: Evaluar el perfil inmunolégico de pacientes
asmaticos cronicos estables mediante el nivel sérico
de citoquinas Th1 y Th2

Materiales y métodos: Se midieron los niveles séricos
de -2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-¢. e IFN-y por ta técnica
Cytometric Bead Array (CBA), en 40 asméticos cronicos
estables del «Hospital Nacional Cayetano Heredia»
durante Febrerc del 2004.5¢ indagd por factores
demograficos, clinicos y funcionales. Se asigné la
severidad de acuerda al GINA del afo 2002,
incluyendo el régimen terapéutica. La atopia se
evalué en funcion a la coexistencia o antecedente
de cuadros clinicos alérgicos.

Resultados: Encontrames una diferencia significativa
entre los asmaticos leves y severos para IL-2 (r=-6.5},
IL-4 (r=-5.04) ¢ IL-10 (r=1.21).El uso de corticoides
inhalados fue significativamente mayor en los
asmaticos severos oque en los leves
(P=0.005).Asimismo, se encontré una relacion
significativa entre IL-2 (r=0.36},1-4 (r=0.31), IL-10{r=-
0.35) y el %VEF1 pre-broncodilatador; y una relacion
positiva significativa entre IL-5 (r=0.4) ¢ IL-10 (r=0.45)
y el porcentaje de variacién del VEF1.En cuanto a
atopla, IL-4/IFN-y fue significativamente mayor en los
atopicos.

Conclusiones: Nuestros hallazgos sugieren que IL-2
{pese a ser una citoquina Th1}, Il-4 e IL-5 son
citoquinas importantes en la patogénesis del asma,
asaciandose IL-4 a atopia mas que al asma per se. La
expresion de las dos primeras citoguinas esta
modulada por el uso de esteroides inhalados. Por el
contrario, IL-10 denota un rol anti-inflamatorio,
aunque los hallazgos respecto al %variacién del VEF1
refleja una funcién adn no bien definida.

INTRODUCCION

Se conocen por lo menos 2 sub-pablaciones de
linfocitos T-helper (Th) segiin el perfil de ¢citoquinas
que producen:; Th1 y Th2. Linfocitos Th1 secretan
interleuquina (IL)-2, IL-12, interferon (IFN)-yy factor
de necrosis tumoral (TNF)-8; y los Th2 producen IL-4,
IL-5, IL-6, IL-9 e IL-13. Ambos subtipos, Th1 y Th2,

secretan factor de necrosis tumoral (TNF)-2 (1, 2).
Hay un balance por inhibicién mutua entre ambos:
IFN-g ??inhibe la actividad celular Th2, mientras que
la IL-4 inhibe la actividad Th1 (3).La pablacién de
células ThO es un tercer grupo de células T CD4+
capaces de producir citoguinas Th1 y Th2,
diferencidandose finalmente hacia una de ellas (4); y
las células T reguladoras(Tr), como IL-10 y el factor
de transformacidn de crecimiento (TGF)-b, tienen un
rol importante en la inmunoregulacion con supresion
de la respuesta Th1,

El asma constituye un desarden atopico visto como
una enfermedad del sistema inmune. No todo caso
de asma es «alérgicox; sin embargo, la atopia es el
mayor factor de riesgo identificable para el
desarrollo de asma. Se caracteriza por una respuesta
celular de tipo Th2 frente a la inhalacién de
alergenos, que comanda la secrecion de citoguinas.
Las citoguinas juegan un rol integral en la
coordinacién y persistencia de este proceso
inflamatorio crénico en las vias aéreas que caracteriza
al asma bronguial (5}. No habiendo sido llevados a
cabo estudios similares en nuestro medio, el objetive
principal de nuestro estudio es evaluar el perfil
inmunolégico de pacientes asmaticos crénicos
estables mediante el nivel sérico de interleugquinas
Th1:1-2 g IFN-y; Th2: IL-4 y 5, citoguinas Tr como la
IL-10 y proinflamatorias como TNF-¢, en funcidn a
la severidad del asma mediante una tecnica nueva
usada por primera vez en nuestro medio,

METODOS

Pacientes

Se reclutaron 40 pacientes asmaticos crénicos
estables (32 mujeres y 8 varones) de acuerdo a los
estandares de diagnostice del American Thoraccic
Society (ATS) (6), mayores de 14 afios, registrados y
controlados periédicamente en el Hospital Nacional
Cayetano Heredia durante Febrero del 2004. Los
criterios de seleccién fueron: 1) no haber presentado
algin episodio de gbstruccién bronquial en las
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dltimas 4 semanas que haya. motivade consulta a
algun personal de salud; 2) no tener otra
enfermedad respiratoria crénica; 3) no ser fumador;
4) no presentar ninguna condicién de
inmunodeficiencia primaria o adquirida; 5) no haber
presentade alguna infeccidn respiratoria en las
Ultimas 4 semanas; 6) no ser gestantes; 7) sin
antecedente de cirugfa mayor en los tltimos 6 meses;
8) sin antecedente de parasitosis intestinal en [os
Gltimos 6 meses; 9) sin corticoterapia sistémica en
dltimos 2 meses y si son cursos cortos, haber pasado
por lo menos 2 semanas de -Ultima dosis (7). Se
consulté respecto a su historia de asma,
medicamentos, comorbilidades, sintoamas en las
Ultimas 2 semanas: tos,. sibilantes, falta de aire u
opresion de pecho y su frecuencia durante el dia,
noche o con alguna actividad.

Funcién pulmonar: Se utilizd el espirdmetro modelo
Vitalograph-ALPHA manufacturado en Inglaterra,

segln las gufas estandarizadas publicadas por la ATS

{8). Se considero el parcentaje de volumen espiratorio
ferzado al primer segundo respecto al prediche o
%VEF1 para fines de clasificacion de severidad. En el
caso de que los pacientes estuvieran recibiendc o
hubieran recibido recientemente un curso corto de
corticoides sistémicos, 0 que hubiesen presentado
algun episodic de obstruccién bronguial en las dltimas
4 semanas que haya motivado consulta u
hospitalizacién, se tormaban sus datos y eran citados
nuevamente transcurrido el tiempo requerido de
acuerde a los criterios de exclusién. En la nueva dita
se realizaba una nueva espirometria, previo ala toma
de [a muestra de sangre.
Clasificacion de severidad del asma

Se asignod el grado de severidad de acuerdo a las guias
del GINA {9). Dado que los pacientes eran pacientes
“continuadores, la ciasificacién de severidad utilizada
fue la que incluye el régimen de medicacién diaria.
Atapia: Se evalué en funcién a la coexistencia o
antecedente de cuadros clinicos alérgicos incluyendo:
rinitis alérgica, dermatitis atépica, etc.
Medicién de los niveles séricos de las citoquinas:
por la técnica de citometria de flujo Cytometric Bead
Array (CBA) usando un kit comercial{BD® CBA Thi,
Th2), catélogo N°550749. Para calibrar el citémetro y
cuantificar los valores de las muestras, se ensayaron

nueve muestras estandar y el control negative del .

kit. La técnica se fundamenta en el uso de seis
poblaciones de perlas con distintas intensidades de
fluorescencia, las cuales han sido revestidas con
anticuerpos de captura especificos para IL-2, IL-4, I1-5,
IL-10, TNF-o e IFN-y.Las & poblaciones son mezcladas
tomafido 50ul para cada uno de los tubos de ensayd
(10). Luego se agrega.a cada uno de |os tubas, 50ul
de un anticuerpo monoclonal especifico para las
citoquinas en estudio, unido a una sustancia
fluorocroma: ficoeritrina (PE}; v se afade 50ul de las
diluciones estdndar y del contral negative a los tubas
contral; y 50ul de las muestras a los tubos de prueba.
Se incubé por 3 horas a temperatura ambiente

s

CARACTERISTICA [Media DS, 1
Edad 325 17.52 40
Peso (ke) . 23] . 1107 0
Tae(em) _ |15895 9561 0 N
Tiempo de 1455 12 40
enfermedad {sfios)
| %VEFI 9701 1444 40
% variacion del 1757 1634 D)
VEF '

protegidos de la luz; se agregé 1ml de buffer de lavado
y se centrifugd por 5 minutos.Se aspiré y descartd el
sobrenadante; y se afiadid nuevamente 300Qul del
mismo buffer a cada tubo para resuspender las
particulas.Mediante un citémetro de flujo se completd
el dosaje de las citoquinas tanto en las muestras
estandar como en las muestras problema (10;.

LA

Se cumplieron les principios éticos de la Declaracién
de Helsinki.

Analisis Estadisfico: ESTUDIO DE SERIE DE CASOS
DE TIPO ANALITICO. Las caracteristicas de variables
independientes y dependientes se muestran en
tablas. La relacién entre las variables categaricas fue
analizada con la prueba de Chi2 y el test exacto de
Fischer; y las continuas con el T-test para datos na
apareados y la suma de rangos de Wilcoxon. Se
correlacioné las variables continuas independientes
y dependientes mediante el test de Spearman. La
relacion fue estadisticamente significativa si P<0.05.
Se uso el software estadistico STATA versién 8

RESULTADOS
Caracteristi | i lini e |
blacién:

Las caracteristicas demograficas se presentan en la
Tabla 1.Las caracteristicas clinicas se muestran en la
tabla 1. Once pacientes (28.21%) controlaban su asma
con un farmaco; 21 pacientes (53.85%) con dos; y 7
{17.95%) con tres o mas farmacos. Un paciente era
intermitente leve; 11 eran persistentes leves; 17,
persistente moderados; y 11, persistentes severos
{Grafico 1). El inico paciente con asma intermitente
leve fue reagrupado con los pacientes parsistentes
leves, siendo calificados como «leves».

Tabia 1.- Caracteristicas demogrificas y clinicas de Jos pactentes asméticos
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Graficu 1, Grado de severidad del asma en la poblacién total de pacientes

Distribucidn de los pacientes de acuerdo al grado de
severidad del asma (n=40)
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Atopia:- Once eran atdpicos, de los cuales 10 no
tenian antecedente de tuberculosis.

s

Los valores séricos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2.- Nivel sérico de inferlenquinas ¢n los pach ti
Citoquina Nivel sérice D.S. .
promedio (pg'mh

-2 .06 5.56 40
14 [ 5.08 40
L5 261 3.53 T dn
1L-10 2.77 1.23 40
TNF-¢z 1.78 a67 40
1IFN-p 150,95 3is.Be2 40

La IL-2 e IL-4 estaban inversamente asociadas con el
grado de severidad; la IL-10 aumenta con la severidad.
Se encontré una diferencia estadisticamente
significativa entre pacientes leves y severos para estas
tres interleuguinas. IL-S e IFN-y aumentan con el
grado de severidad del asma (P>0.05). No hay
resultados contributorios para TNF-c.Ver tabla 3 y
Grafico 2,

Tubla 3. Nivel sérica de inlcrlewquinas de zcucrdn 2 fas caracterinticas elinicas.

CARACTERISTICAS CLINICAS
INTERLEUQUINA Grado de severidad P
(pg/mi) Leve (n=11) [Perslstentc - |Pcralstentc scvern
maderads (n=17) | (a=11)
72 {medin 2 D.5) | BS1& 456 G5 | AT 0012 (r=-6.50)
IS (medlaa D.5)] 92ladAd 682+ 437 . 416t 578 085 (=-5.04)
WS (medla£D5)| 78t 0.50 156« 146 166+ 6.55 N.8.
[ TEY-10 (medine
D5} 2.24£1.03 2.7 2081 3d% 147 .05 (r=1.21)
IEN'y (mediea DS} [ 670127296 | 12252225128 286472 S0209 NS,
TNF-a {medin£D.8.}
171081 1.96x 0.49 1.542 0.57 N.S.
Use de SI Leve/moderada:
corncolder $(81.67%) 15 (RH.24%} ‘ 11 (100%) PeQ.0l4
inhaludes NO i Leve/tevero:
T(58.33%) 2(11.76%) ‘ Q (0%) P=0.005
|

Grifice 2. Nivel sérice de [L-10 de acuerdo a la severidad del asma

Concantracién da IL-10 (pgimi)

Grado de eeveridad
LEVEISEVERC para IL2. 4y 10; P<0.0§ ) |

Redacién entre el nivel sérico de las citoquinas yla
funcién pulmonar:

Hubo una relacién significativa entre el nivel sérico
dell-2 y4 (r=0.36 y 0.31 respectivamente) y el %VEF1
pre-broncodilatador; y se encontréd una relacién
significativa con IL-10 (r=-0.35). En los 30 pacientes
con espirometria pre- y post-broncodilatador, hubo
una refacidn significativa entre IL-5 y 10 (r=0.40 y
0.45 respectivamente) y el porcentaje de variacion
del VEF1 (Gréfico 3).

Grifico 3. Nivel serico de IL-5 de acuerdo al ¥4 de variacidn del VEF1 post-
broncodilatador

2500
000
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0.00

Conceairacin de 1L-5 {pg/ml)

Trienta y uno pacientes usan corticoides inhalados
y 9 pacientes no usan. Al comparar el uso del
esteroide inhalado, la diferencia es significativa entre
asméticos leves y moderados, como entre el grupo
de leves y severos. Ver tabla 3 y Gréfico 4.

Griifico d.- Uso de corticoides inhalados (CT) de acuerdo a la severidad del

Nimero de pacientas

mad
Grado de severidad
4] +]1 P
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Relacién entre el nivel sérico i

atopia: La relacién IL-4/IFN-y fue significativamente
mayor en los atépicos (P= 0.0059).IL-10 es menor en
los atépicos con un P cercano a 0.05. Ver tabla4 y
Grafico 5.

Tabh 4. Nivl siee 2 itoqinas  atopha

TTERCECQUIAS pgi®
CARACTERISTICA [ TC"2] L4 [1LE | 190 |16 | T | TLATNy
CLINICA :
. clla | meda | molla |medtsf TP | wedin | ol | medin |7
' +0s. | 08 |08 | Bs sns, | +vs. | 205,
Mipies () (IR T3 | 188 ] 107k TS| 14 [sRDIE
‘ 45 1% 10 [ o mss! on e
i arpos (=27 ' T3 075 | L
| sedr |66zt |29e | m + | 190x 330
i ) 5,82-_559 4 mi 3545 | 057

#

Grifico 5.- Relacin IL-4/IFN-gamma segiin atopia -
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DISCUSION;

La base fisiopatologica de la obstruccién reversible
de las vias aéreas caracteristica del asma bronquial
es-la inflamacién caracterizéndose por un
reclutamiento selectivo de células T de tipo Th2.
Muchos estudios han sugerido que la severidad del
asma estd relacionada con el grado de inflamacién
{11, 12). Nuestro estudio sugiere resultados similares,
I-2 e IL-4 fueron significativamente mayores en los
asmaticos leves que en los severos; y este asimismo
va acorde con la relacidn positiva significativa
encontrada enire el nivel sérico de estas dos
citoquinas y el %VEFT en el grupe de pacientes
reclutados,

Pese a ser reconocida como citoquina Th1, se ha
visto gue la administracion de IL-2 en modelos
animales produce un incremento en el ndmero de
células inflamatorias presentes en fluido proveniente
de lavado broncoalveolar, asociandose a
hipersensibilidad de las vias aéreas {13); y estos
hallazgos se han repetido en el lavado brencoalveolar
d2 pacientes con asma sintomatico (14). La

%}

impartandcia de la IL-4 es adn mayor al controlar |os

principales eventas celulares que se presentan en el

asma, registrindose niveles elevados en sangke

periférica y lavado broncealveclar de pacientes

asmaticos (15). Su expresion puede ser considerada -
como el mecanismo subyacente en los diferentes

procesos alérgicos y no exclusivo del estado asmético

per se (16).

Aurique serfa mas [6gico pensar que a mayor

severidad de asma o a menor %VEF1, ios niveles

séricos de IL-2 y/o IL-4 deberian ser mayores, hay un

aspecto que tenemos que tomar en cuentden,
nuestros pacientes: el uso de corticoides inhalados.

Este es significativamente mayor en el grupo’de
pacientes asmaticos severos camparados con lés
pacientes asmdticos leves, estableciéndose entre
ambos una diferencia estadisticamente significativa
para esta variable (P=0.005), lo cual explicaria la

relacion hallada entre los niveles séricos de IL2 y/o IL-

4y la severidad del asma y/o %VEFT.

La evidencia muestra que los corticoides inhalados
mediante su accién anti-inflamatoria, inhiben la
transcripcion de varias interleuquinas entre ellas, It-
2 e |l-4; en especial, son inhibidores potentes de la
transcripcion del gen de la 1L-2 (17). Ello podria
explicar los menores niveles séricos registrados para
IL-2 e [L-4 en los pacientes asmaticos severos. Se ha
reportado que los corticoides inhaladas incrementzan
los niveles de IL-12 en las vias aéreas, la cual
incrementa la proliferacion de células Th1 y la
secrecion de IFN-o. (18). Asimisma, Shahid y
colaboradores mostraron que el nivel de IL-4 exhalada
fue significativamente menor en nifios con asma gue
recibfan més de 600ug de esteroide inhalado por
dia (19). De la misma manera, este efecto anti-
inflamatorio parece ‘extenderse al uso de beta-
agonistas de accién prolongada al ascciarse con un
descenso en los marcadores inflamatorios séricos,
entre ellos I1L-4 (20).

Sin embargo, los certicoides afectan sélo algunos .
de los mediadores inflamatorios involucrados en el
asma bronquial. Pizzichini y colaboradores
demostraron gue aunque disminuian el nimera de
eosinéfilos y los niveles de la proteina catidnica
eosinofilica en las vias aéreas de pacientes asmdaticos
severos, no tenian efecto sobre los niveles de IL-5
{21).De alii que en nuestro estudio, la IL-5 muestra
una tendencia a incrementar con la severidad del
asma independiente del uso de corticoides inhalados.
Asimismo, algunas citoquinas tienen efacta anti-
inflamatoric en el asma como sucede con la iL-10. La
evidencia muestra que el uso de corticoides
incrementa su expresidn en su afan de controlar la
inflamacién de las vias aéreas (22); lo cual explica

.nuestros resultados: niveles significativamente

mayores de IL-10 en los asmaticos severas y una
relacién inversa significativa entre el nivel sérico de
IL-10y el %VEF1.




REVISTA DE LA SOCIEDAD PERUANA DE NEUMOLOGIA - Vol. 48 - N°2 - Mayo - Diciembre 2004

Ei IFN-g asimismo, muestra una tendencia a
incrementar a medida que aumenta la severidad del
asma. Llama la atencién estos resultados con respecto
al IFN-o pues parece contradecir la hipdtesis que
hemos planteado, al ser ésta una citoquina de tipo
Th1. Sin embargo, el Normative Aging Study
demuestra que los niveles séricos de IFN-u se asocian
a una declinacion de la funcion pulmonar en
pacientes asmaticas; pues habria que cansiderar la
identidad de las céiulas que producen {IFN-o. en los
pacientes asmaticos (23). Magnan y colaboradores
sugirieron la existencia de una proporcién
incrementada de células T CD8+ productoras de IFN-
o en la sangre de pacientes asméticos. Esta capacidad
preductora de esta citoquina estaria asociada con
el grado de severidad del asma, la hiperreactividad
bronquial y eosinofilia. Esta es la tendencia que se
abserva en nuestro estudio.

Sin embargo, la IL-5 si muestra una relacidn
estadisticamente significativa con el porcentaje de
variacion del VEF1 post-broncodilatador. Esta
citoquina ests asociada con inflamacidn de tipo
eosinofilica y se ha mostrada evidencia directa que
la IL-5 incrementa de manera importante fa
hiperreactividad de las vias aéreas al producir un
influjo progresivo marcado de eosinéfilos a las vias
aéreas {24). Resultados similares se han visto en
modelos animales tratados con anticuerpo
monaclonales contra IL-5, gue mostraba abolicién
de la respuesta de hiperreactividad bronguial a la
histamina y arecolina (25). la mejoria de ésta
respuesta incrementada de la via aérea estaria
asociada con una disminucion de los niveles de IL-5.
La IL-10 tuve un compartamiento similar. Estos
hallazgos llaman la atencién dado que la IL-10 al
parecer inhibiria la respuesta inflamatoria de los
cosingfilos activados (26). Existe cada vez mayor
evidencia de que la secrecion de esta citoquina es
defectuosa en los pacientes asmaticos; y su expresion
reducida resultaria en una respuesta inflamatoria
exagerada y mas prolongada en las via aéreas e las
asmaticos. Sin embargo, su rol en las enfermedades
alérgicas no esté aun bien definido (27).

Nuestra poblacién es basicamente adulta y
mayormente no atépica, lo cual correlaciona con lo
gue se describe en la literatura (28). La evidencia
indica que la expresién de asma esta estrechamente
asociada a IL-5, mientras que la |L-4 estaria més
relacionada con la sensibilizacién alérgica vy
produccidn de IgE pero no directamente vinculada
con ¢l sindrome clinico de asma; asimismo, varios
estudios muestran que los niveles séricos de IFN-y
correlacionan de manera negativa con atopia (29).
Ademas, los niveles de IL-10 son menores en los
atopicos. Nuestros resultados confirman le que
describe la literatura tanto para la IL-10 (30), y
especialmente en la relacion IL-4/IFN-y con valores

significativamente mayores entre los atdpicos
comparado con los no atépicos, 1o cual demuestra
una vez mas la tendencia de estos pacientes hacia
una perfil inmune de tipo Th2.
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