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Summary

CHARACTERIZATION OF THE IMMUNE-INFLAMMATORY RESPONSE TO
SYSTEMIC ACUTE RESPIRATORY INFECTION. ANALYSIS OF THE PATTERN
OF RESPONSE IN ASTHMA PATIENTS

Among the postulated mechanisms inducing asthma, the viruses are triggers,
especially the child population for which there is abundant research on the immune
mechanisms involved in this response, but, the immunological mechanisms
associated with asthma in adults with viral Acute Respiratory Infection (ARI) and co-
infection (mixed infection: viral and bacterial), have not yet been well established.
Therefore, the objective of the present study was, to measure serum proinflammatory
cytokines (IL-14, TNFa), Th2 (IL-4, IL-5) and chemokines (IL-8, MCP-1 and RANTES)
in individuals with ARI (viral and mixed infections), so as to determine the cytokines
pattern involved in this response. In addition, it seeks to explain the systemic
response of the virus in vitro, using cultured peripheral blood mononuclear cells
(PBMC).

For the study 43 individuals were selected from 161 who attended the various
clinics in the city centers with symptoms suggestive of ARI. The subjects were adult
asthmatic and non asthmatic with IRA of not more than 5 days of evolution, without
distinction of sex, and ages 18 to 65 years, who were not receiving antibiotic
treatment and/or steroid. 10 healthy patients uninfected were used as control
population. Samples of nasopharyngeal wash and throat swabs were used to detect
viruses and/or bacteria, and serum samples to measure cytokine by ELISA; the
cytokines were also measured in PBMC cultures prepared from whole blood from
healthy subjects. The results were analyzed by ANOVA using Bonferroni’s post test.

There is a systemic response, with elevated circulating levels of IL-1 g and
TNF«, which is not determined by the location of the bronchial alveolar infection, and
is more intense in the viral cause. There is a systemic response with elevated serum
levels of IL-4 and IL-5 which is not determined by the location of the bronchial
alveolar or by the nature of viral or bacterial infections.

The intensity and pattern of systemic response with elevated IL-13, TNF¢, IL-4
and IL-5 in patients with ARI, were not so lighly biologically modified by the patient's

asthmatic condition.



Summary

There was a systemic response with elevated circulating levels of chemokines
MCP-1 and RANTES, and normality of the IL-8, which occurs selectively in patients
with asthma, and preferably, with a viral infection.

The inoculation of the causal virus IRAs to cultures of mononuclear cells,
induced the production of cytokines IL-13, TNF¢, IL-4, IL-5 and selectively chemokine
MCP-1, without a demonstrable IL- 8 and RANTES.

Our data demonstrate that the ARI’'s has a significant impact at the systemic
inflammatory immune system. It should be noted that the patients included in our
study did not fulfill criteria of severity to require hospitalization, and none had a
complication caused during the treatment phase, and there was no mortality.
Therefore, this impact is evident even in patients with acute non-serious infection. It is
also interesting to note that the biological characteristics of the systemic impact have
certain features related to the etiological factor, being more intense in the viral
infection. Our status also shows that the virus causing the IRA are responsable for
causing an intense activation of PBMC with increased production of citoquines and
chemokines analyzed in vivo. Therefore, the aforementioned more intense systemic
response in ARI caused by infection may be a step for the viral particles to go into
peripheral blood.

The relevance of the host response does not seem that was significantly
influenced by the condition of being asthmatic. That is, the stimulus intensity capable
of causing disease is an immune response/inflammatory systemic similar in
asthmatics and non-asthmatic Th2 conditioning overcoming the possible operating in
those.

The intensity of the systemic response and production of mediators, can lead to
the development of new therapeutic strategies that inhibit these molecules and

reduce their overall impact.

Key words: Acute respiratory infection, asthma, cytokines, pneumonia, bronchitis
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Introduccion

I.1. Infeccion Respiratoria Aguda. Concepto y aspectos epidemioldgicos y

clinicos.

Las enfermedades agudas del aparato respiratorio se presentan en su inmensa
mayoria como infecciones, por lo que en la actualidad se prefiere referirse a ellas
como infecciones respiratorias agudas (IRA’s) (Abreu, 1999). Las IRA’s son un
complejo y heterogéneo grupo de enfermedades causadas por diversos agentes
(virales, bacterianos y otros) que afectan cualquier punto de las vias respiratorias, y
sus entidades nosolégicas se describen de acuerdo con el lugar donde predominen
los sintomas (tos, rinorrea, obstruccidon nasal, odinofagia, otalgia, disfonia,
respiracion ruidosa y dificultad respiratoria), suele cursar durante un periodo no
mayor a 15 dias, y pueden estar o no acompafadas de fiebre (Abreu, 1999; Batista y

Feal, 1998; Riveron et al., 1999).

Aunque no existe un consenso en cuanto al sitio anatomico que separa las
IRA’s en altas y bajas, se acepta como IRA’s a todas aquellas patologias que afectan
el tracto respiratorio desde la faringe proximal (incluyendo la regién sub-gl6tica) hasta
los pulmones. La sintomatologia se puede localizar en vias respiratorias altas en
forma aislada o como parte de una enfermedad sistémica general afectando vias
respiratorias bajas y parénquima pulmonar (Mcintosh, 1999). Algunas literaturas han
clasificado a las IRA’'s como altas cuando involucra las vias respiratorias altas como
la ofitis, la rinosinusitis, la faringoamigdalitis, y en segundo lugar estan las IRA’s
bajas entre las que se describen el sindrome Croup, traquobronquitis, bronquilitis y

neumonias.

Estas IRA’s pueden adquirirse en forma intra o extra hospitalarias. Por ejemplo,
la Neumonia Adquirida en la Comunidad (NAC), se define como aquella que se
presenta en pacientes no hospitalizados en los siete dias previos al diagndéstico, o
durante las primeras 48 horas de ingreso en pacientes hospitalizados (Pérez et al.,

2007).
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La mayor parte de las IRA tienen lugar de forma epidémica, y en su etiologia se
invocan especialmente, los virus respiratorios: rinovirus, adenovirus, influenza,
parainfluenza, etc., aunque también juegan un papel fundamental algunas bacterias y
otros microorganismos (Mulhollard y Weber, 1998). La importancia de las IRA’s en la
poblacidon de adolescentes y adultos jovenes y de mediana edad se ven reflejadas en

el ausentismo en los centros de trabajo y de estudio (Bloch et al., 1981).

Las IRA’s se mantienen como un grupo de afecciones con una alta morbilidad y
baja mortalidad, y constituyen una de las principales causas de muerte a nivel
mundial principalmente en paises en vias de desarrollo. Las mismas representan un
motivo frecuente de incapacidad laboral y escolar con las consecuentes pérdidas
econOmicas que ello representa. Se dice que estas afecciones- conjuntamente con
las diarreas y la malnutricion- encabezan las principales causas de muerte entre los
nifos en los paises subdesarrollados. Representa también una alta morbilidad y
mortalidad en mayores de 60 afios, especialmente en paises donde no se recibe una
adecuada atencion medida (Batista y Cafiisares, 1988).

No parecen existir diferencias en la incidencia de IRA’s entre paises
subdesarrollados con respecto a los desarrollados, sin embargo, la frecuencia y
severidad clinica de infecciones agudas, asi como el indice de mortalidad, difieren en
cuanto a que es excesivamente elevado en los paises subdesarrollados (INEGI, 2000;
Rosete et al., 2002). Entre tanto el mundo desarrollado ha logrado reducir la mortalidad
por IRA, en los paises en vias de desarrollo prevalecen varios factores de riesgo que

contribuyen a mantener ese problema en dichas naciones (Baptista y Cafiisares, 1988).

En América, las IRA se ubican entre las primeras cinco causas de defuncién de
nifos menores de 5 afos, y representan la causa principal de enfermedad y consulta
a los servicios de salud, por lo que la prevencion y el control de las mismas se
encuentran dentro de las metas de la Cumbre Mundial a favor de la infancia (Beaver et

al., 2000).
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En Venezuela, las IRA’s son las responsables de mas de 2 millones de
consultas al afio en los servicios del Ministerio de Sanidad y Desarrollo Social
(MSDS), representando el 13,03% de la morbilidad general. Dentro de estas, la
amigdalitis representa el 32%, la otitis el 21%, la rinofaringitis agudas el 20%, la
bronquitis el 14% vy la faringitis el 13% para el afio 1999 (Ministerio de Salud, 2005). Las
neumonias ocupan el quinto lugar de consultas por enfermedades infecciosas detras
de infecciones del tracto respiratorio superior (ITRS), diarrea y fiebre segun el boletin
epidemiologico No 24 del afio 2010 del MPPS. Las NAC ocupan la 9na causa de
muerte con una tasa de 8,4 por 100.000 habitantes, y es la primera causa de
mortalidad entre las infecciones. El mayor indice de heumonias corresponde al grupo

etario comprendido entre los 25-44 afios (MPPS, 2010).

Las enfermedades respiratorias como la influenza y la neumonia en Venezuela
ocupan los diez primeros lugares de muerte diagnosticada en individuos segun la
informacion suministrada por la Direccién de informacion Social y Estadistica del
MSDS - Venezuela (MPPS, 2007). En el mundo estas enfermedades respiratorias se
encuentran ocupando los cinco primeros lugares como causantes de morbilidad y
mortalidad (Gutiérrez-Ramirez et al.,, 2007) ES importante resaltar que existe un
subregistro de las infecciones virales respiratorias, lo que hace dificil determinar las
cifras oficiales de infectados. No obstante, los cuadros respiratorios a repeticion
tanto en nifios como en adultos que no responden a tratamientos, han conllevado a
pensar que los virus pudieran ser los agentes etioldgicos de gran cantidad de
patologias respiratorias que se presentan en nuestro medio (Ministerio de Salud, 2005).
Para el afio 2005, fecha hasta la cual esta disponible el boletin epidemiolégico del
Ministerio de Salud (2005), reporta entre las enfermedades de denuncia obligatoria en
Venezuela a las IRA’s, las cuales ocupan el primer lugar con un 59,79%, donde los

casos de neumonia ocupan un porcentaje de 3% para la fecha.

En Venezuela, durante los afios de 1995 a 2006, la morbilidad por neumonia
para mayores de 5 afios fue de 833x10° para 2005 con letalidad de 1,1 %. La

influenza y neumonia se posicionan entre los primeros puestos de muerte para todas

3



Introduccion

las edades, la influenza sola representa menos del 1 %. Las tasas de mortalidad
disminuyen hasta 10x10° para 2005, tendencia muy marcada en los menores de 1
afno y para los mayores de 65 afios. La mortalidad con aumento leve durante los
meses de lluvia y frio. Los adultos mayores comprenden mas del 57 % de las
muertes, los varones tienen tasas mayores. Se observaron variaciones importantes

entre las tasas especificas por estados (Risquez y Echezuria, 2009).

l.2. Etiologia de las IRA’s.

El 95% de los casos de IRA son de origen viral, pero a las complicaciones otitis
media y neumonia se agrega la etiologia bacteriana. El 30% de las muertes por
neumonias son de etiologia bacteriana, 1% viral y el resto es de etiologia

desconocida (Risquez y Echezuria, 2009).

A nivel mundial, las investigaciones sugieren que los principales
microorganismos virales causantes de afecciones respiratorias son virus sincicial
respiratorio (VSR), parainfluenza, influenza y adenovirus (Wendt y Hertz, 1995). LosS
tres primeros son virus de ARN de la familia paramixoviridae (VSR y parainfluenza) y
orthomixoviridae (influenza), y el adenovirus, es un virus de ADN de la familia
Adenoviridae (Rosete et al., 2002); mientras que, los agentes bacterianos mas
frecuentes son: Streptococcus pneumoniae, Haemphilus influenzae, Staphilococcus

aureus y Klebsiella pneumoniae.

Si bien se ha postulado que en paises en vias de desarrollo la etiologia
bacteriana es predominante, en un estudio multicéntrico internacional coordinado por
el Comité de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo Internacional (Board on Science
and Technology for International Development) de la Academia Nacional de Ciencias
de Estados Unidos, se determindé que la etiologia viral esta presente en mayor
proporcion que la bacteriana, variando los porcentajes de identificacion viral segun el

pais entre 17% y el 44% de IRA. De los cuales, el virus de influenza A y B, el VSR
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seguido de los adenovirus y los parainfluenza 1 y 3 son los aislados, de los
anteriores el VSR e influenza cobran importancia debido a la severidad de la
enfermedad que producen y a la alta transmisibilidad (Beaver et al., 2000; Mcintosh,
1999).

Las estadisticas sobre infecciones virales del tracto respiratorio bajo y alto tanto
en infantes como en adultos en nuestro pais se desconocen, primero porque en la
mayoria de los casos no se reportan a los organismos competentes, y por otra parte,
debido a que las infecciones respiratorias de etiologia viral en la mayoria de los
casos, no se diagnostican. En Venezuela existen pocos reportes sobre la etiologia
viral de este tipo de afecciones respiratorias; sin embargo, el boletin epidemioldgico
semanal de la Direccion de epidemiologia y analisis estratégico de la Direccion de
vigilancia epidemioldgica de Venezuela (Ministerio de Salud, 2005), reporta para el afio
2005: 2,70% casos de influenza, 1,87% de casos con adenovirus y 0,27% con
parainfluenza, las muestras reportadas provenian de diferentes estados del pais
incluyendo el Estado Zulia.

El programa mundial de control de las IRA’s de la OMS (Merson, 1989) esta
restringido a la infancia por la gran prioridad que constituyen los menores de 5 Afios,
como grupo de alto riesgo para esas enfermedades. Las IRA’s son una causa
importante de morbilidad y mortalidad en nifios en el mundo. Hasta 70% de las
infecciones del tracto respiratorio superior son de etiologia viral. En 2005, la OMS
estim6 una mortalidad en nifios menores de 5 afios de 10.6 millones, 10% por
neumonia (Wong-Chew et al., 2010). Por consiguiente, es poco frecuente que se aborde
este problema de salud en los adultos como asunto principal, excepto cuando se van
a dirigir acciones para evitar pérdidas de la productividad en los grandes centros de
trabajo y también para controlar la mortalidad en los ancianos, los que resultan
grandemente afectados por las alzas epidémicas debidas a agentes virales, sobre
todo, los de la influenza, que se complican con gran frecuencia con infecciones

bacterianas que resultan fatales en un grupo de estos enfermos (Miller, 1982).
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Las afecciones causadas por virus respiratorios han sido tradicionalmente
divididas en varios sindromes, que van desde el tracto respiratorio superior hasta las
estructuras pulmonares, los cuales se han descrito como: resfriado o catarro comun,
faringitis o faringoamigdalitis, croup (laringotragueobronquitis), traqueitis, bronquitis,

bronquiolitis y neumonia (Baptista y Caiiisares, 1988).

Las infecciones a las cuales han estado mas frecuentemente asociados algunos
de los virus conocidos hasta ahora, son bronquiolitis y neumonia con implicaciones
del VSR, el crup con parainfluenza, tranquebronquiolitis con influenza, el adenovirus
ha sido asociado en menor proporcién a cada uno de los cuadros anteriores (Rosete

et al., 2002).

Reina et al. (2004) sostienen que las infecciones por adenovirus son muy
prevalentes en la edad infantil segun estudios epidemiolégicos realizados en Espafia.
En Chile, las estadisticas sefialan al VSR y al adenovirus como los principales

causantes de IRA del tracto respiratorio inferior (Palomino et al., 2004).

Es conveniente aclarar, que aun cuando no se conoce la prevalencia de
infecciones respiratorias de origen viral en Venezuela, estudios locales realizados en
Maracaibo, Estado Zulia en Venezuela ha reportado la presencia del VSR en una
poblacion adulta asmética (Valero et al., 2005, Valero et al., 2009). Por su parte, en el
boletin epidemiologico emitido por el Instituto Nacional de Higiene (INH) en 1997 se
reportaron 21 casos de VSR; el reporte actual arroja 18 casos en todo el pais, donde
el 5,56% corresponde a adenovirus (Boletin epidemiolégico del INH, 1997 y 2005).

Ninguno de estos ultimos informes reportan y especifican la poblacion involucrada.

Las IRA’s estan relacionadas con menor frecuencia con etiologia bacteriana, las
bacterias como Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenza tipo b, han sido
asociados a infecciones respiratorias bajas como causa de neumonia adquirida en la
comunidad. Otro agente involucrado es el Streptococcus beta hemolitico del grupo A,
considerado el patégeno principal de las faringitis aguda, asi mismo se han asociado

bacterias atipicas tales como Chlamidya trachomatis y Mycoplasma pneumoniae,
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aun cuando no se ha establecido el papel de las mismas. Legionella pneumophila
causa la enfermedad de Legionarios, una neumonia bacteriana, de forma esporadica
en adultos, e informé de los brotes se han asociado a contaminacion abastecimiento
de agua en hospitales y otras instituciones. Chlamydia pneumoniae causa
enfermedades respiratorias inferiores en una pequefia proporcion de nifios mayores

y adultos (Enciclopedia de Salud Publica, 2011).

[.3. Asma. Concepto y aspectos epidemioldgicos y clinicos.

El asma se puede definir clinicamente como una enfermedad inflamatoria de las
vias respiratorias asociadas con un estrechamiento variable, a menudo paroxistico,
de la via aérea causado por una bronco constriccion que tiene lugar en respuesta a
estimulos especificos. Desde el punto de vista patolégico, se producen cambios
inflamatorios cronicos que se caracterizan por un infiltrado eosinofilico impulsado por
los linfocitos con evidencias de hipertrofia de la célula del musculo liso, escape
capilar y descamacion epitelial (Greening, 2004). Algunos investigadores la definen
como una enfermedad inflamatoria cronica espontanea o terapéuticamente reversible
de las vias respiratorias que provoca una obstruccion episédica al flujo aéreo (Girén,
2008).

Entre otras clasificaciones, el asma puede clasificarse en asma extrinseca y

asma intrinseca; asi:

El asma atdpica o extrinseca: generalmente es estacional y tiene un estimulo
alérgico evidente como la exposicion al polen, el polvo, &caros, etc.; son causadas
por agentes externos; con frecuencia se inicia en la infancia o adolescencia y el
paciente presenta antecedentes familiares de enfermedades alérgicas (eccemas,
rinitis, urticaria). Su incidencia es doble en el hombre que en la mujer. Asma
extrinseca incluye a aquellos pacientes en los que puede demostrarse una reaccion

antigeno-anticuerpo como desencadenante del proceso. En general esta reaccion
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antigeno-anticuerpo esta mediada por IgE (asma extrinseco atdpico), mientras que
en otros casos generalmente de origen ocupacional no puede demostrarse una
reaccion de hipersensibilidad tipo | de Gell y Coombs (asma extrinseca no atépico)
90% de los asmaticos son atépicos (Peden, 2000).

El asma no atdpica o intrinseca (de causa aparentemente desconocida): los
factores etioldgicos son fugaces, van desde infecciones, exposicion a aire frio, vapor,
agentes irritantes, humo del tabaco, etc. Los pacientes no presentan antecedentes
personales ni familiares de alergia; la enfermedad aparece en la edad adulta y afecta
por igual a ambos sexos. No es posible detectar un antigeno concreto como causa
precipitante. Suele comenzar en la vida adulta, en muchos casos se asocia con
pélipos nasales, sinusitis maxilar, y/o idiosincrasia a aspirina y otros antiinflamatorios
no esteroideos y presenta un curso crénico con frecuente necesidad de esteroides

orales para su control (Moncayo et al., 2010).

Muchos de los pacientes con asma son atOpicos, aunque una minoria tiene
asma intrinseca, el asma no atépica a menudo tiene un inicio tardio y un curso lento

comparado con el asma atdpica (Molina, 2006).

En todas las formas de asma, hay evidencia que implica a los eosindfilos y
mastocitos como las células efectoras de la respuesta inflamatoria, a través de su
capacidad de secretar un amplio rango de mediadores preformados o nuevamente
formados que acttan sobre las vias respiratorias tanto directa como indirectamente a

través de los mecanismos neurales (Molina, 2006).

Epidemiolégicamente hablando los casos de asma han estado en aumento en
lo dltimos afios. Estos casos se deben mas a factores ambientales que a factores
geneéticos, y mas en paises industrializados. Se dice que el 12,1% de los nifios son
asmaticos (Liu et al., 2005). Se estima que unos 300 millones de individuos alrededor

del mundo padecen esta enfermedad (Soto y Brenes, 2006).
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En la patogenia del asma se describen dos etapas; una en la que el paciente
entra de un estado sin alteracion a una fase asmatica y la segunda que pasa de un
asma a una crisis asmatica. Las crisis asméticas se desencadenan con mayor

frecuencia por un antigeno.

La fisiopatologia del asma bronquial se caracteriza porque se dan algunos
cambios entre los cuales destacan, el calibre de las vias respiratorias, la retraccion
elastica del tejido pulmonar y la relacién volumen-tiempo. Debido a que el calibre de
las vias respiratorias esta disminuido en un asmatico, esto traera mayor resistencia al
paso de aire y un flujo turbulento. La alteracién de la retraccion elastica del tejido
pulmonar se genera debido a una disminucion de la presion intrapulmonar en
relacion a la atmosférica. Esto produce una mayor dificultad en la salida de aire, este

proceso de espiracion es pasivo (Guyton y Hall, 2001).

Clinicamente, el asma se caracteriza porque el paciente presenta la triada
constituida por tos, disnea y sibilancias. La tos es no productiva al inicio y es de
forma quintosa. La disnea se presenta de manera paroxistica y con espiracion
alargada. En un ataque asmatico, al inicio puede existir sensacién de constriccién del
térax. Esto se puede acompafiar de una respiracién superficial. A medida que se
agrava la crisis, se observa el uso de musculos accesorios de la respiracion como los
intercostales o esternocleidomastoideo. Acompafnando esto puede darse aleteo nasal
y cianosis. Esto ultimo debido a disminucién de la tensién del O, alveolar. Entre los
hallazgos fisicos, ademas de los ya mencionados, podemos encontrar taquipnea,
una respiracion ruda y audible, hiperresonancia toracica a la percusion, ruidos
respiratorios ocultos a la auscultacion debido a la presencia de sibilancias. A la
palpacion, el frémito puede estar disminuido, al igual que la expansibilidad pulmonar

(Chamorro, 1999).

Los pacientes se pueden caracterizar por un tdérax en carena O pectus
carinatum, mas que todo en adultos jovenes. Algunos hallazgos extra toracicos

incluyen, un fascie disneica, cara abotagada, cianotica, perlada de sudor, venas
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cervicales prominentes y anomalias en la piel como estrias o arafias vasculares

(Manresa, 2001).

El signo de gravedad de un ataque asmatico es el silencio toracico. Este se
caracteriza por una ausencia de sibilancias audibles, debido a que su tono es tan
agudo ocasionado por tanta estrechez que el oido humano no puede escucharlo

(O’Byrne et al., 2007).

Existen cierta cantidad de factores de riesgo que inducen el asma bronquial, se
podria clasificar estos en factores genéticos y ambientales. En los ultimos afios, ha
sido dificil determinar que regiones cromosémicas y que genes estan alterados en el
asma, pero se conoce que esta enfermedad esta asociada mucho a un componente
familiar. Se ha encontrado que multiples genes tienen influencia en esta patologia
(Ender et al., 2006). El asma y la atopia muestran una conglomeracion entre las
familias, pero la genética del asma parece ser compleja; cosa que no sorprende
porque es grande el nimero de mediadores y moléculas inflamatorias implicadas en
la enfermedad clinica (Greening, 2004). Por otra parte, el ambiente intrauterino
desarrolla una respuesta inmunoldgica Th2 débil como resultado de la imprimacion
gue tiene como propoésito ayudar a mantener el embarazo. La exposicion materna a
los alérgenos puede reforzar la respuesta Th2 en grado importante, pero este
fenémeno queda bajo la influencia de factores genéticos fetales (Prescott et al., 1999).

Entre los factores ambientales que inducen el asma bronquial, se encuentra la
exposicion al humo de tabaco, al aire contaminado, el contacto con alérgenos, las
infecciones, la alimentacién, la obesidad, principalmente en mujeres, factores

laborales y las emociones (Ender et al., 2006, Greening, 2004).

La implicacion de agentes infecciosos en la etiologia del asma esta amparada
sobre la base de la hipotesis de la higiene, la cual propone que el asma infantil es el
resultado de una disminucion de la exposicion a agentes infecciosos, cuando el nifio

estd pequefo. El resultado es una persistencia del fenotipo neonatal Th2 con la
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consiguiente predisposicion a las enfermedades atOpicas. Diversos factores pueden
influir sobre la transicion al fenotipo Thl: la exposicion precoz o frecuente a las
infecciones, la exposicion precoz a los animales de granja, y el uso de antibibticos
(Ponsonby et al., 1999; Von Mutius et al., 1999; Von Ehrenstein et al., 2000). Estos efectos
ambientales seran dependientes de factores genéticos predisponentes
acompafantes. Sin embargo, la influencia de la infeccion es compleja, dado que las
infecciones del tracto respiratorio inferior guardan una asociacion positiva con el
asma, y las infecciones bacterianas pueden no tener efecto. El efecto protector
parece provenir de infecciones virales que no afectan el tracto respiratorio inferior

(Shahenn et al., 1996; LLi et al., 2001).

El asma es una importante carga, no so6lo en términos de los costos
hospitalarios tanto publicos como privados, sino también en términos de costos
sociales reflejado en una menor productividad, en una menor participacioén en la vida

familiar, etc. (Molina, 2006).

I.4. Asociacion de asma e infeccion.

Los estudios epidemioldgicos llevados a cabo hasta la fecha indican que el
namero de factores que participan en la patogenia del asma, es muy amplio y
dependen tanto del huésped (factores genéticos) como del medio ambiente (agentes
ocupacionales, exposicion a contaminantes, irritantes o infecciones del tracto

respiratorio).

De entre todos estos, las infecciones del tracto respiratorio tienen un doble
interés, tedrico y practico. Tedrico, puesto que plantean la posibilidad de que exista
un asma de naturaleza infecciosa, algo que durante mucho tiempo se ha venido
negando. Practico, puesto que de ser asi, es obvio que permitirA ampliar las

alternativas terapéuticas en determinadas circunstancias.
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El papel que juegan las infecciones respiratorias en el asma y la atopia, es en el
momento actual una gran paradoja, cualquiera que sea el analisis que de esa
relacion se haga. El papel de las infecciones virales en las exacerbaciones de asma
parece bastante claro a favor de la relacion entre rinovirus y otros agentes virales en

el asma (Alvarez y Alvarez, 2007).

Las infecciones virales respiratorias han sido involucradas en el origen y en las
exacerbaciones de los sintomas del asma en una variedad de formas. Los efectos de
las infecciones viricas respiratorias sobre el asma son dependientes de la edad y
posiblemente también del virus. No sélo son la causa mas comun de sibilancias o
exacerbaciones sintomaticas en pacientes con asma preexistente sino que pueden
tener también una importante influencia sobre el desarrollo de asma. El papel de los
virus como desencadenantes de exacerbaciones asmaticas, es en el momento actual
un hecho bastante bien documentado, siendo la causa mas importante de
incremento de los sintomas asmaticos en nifios y adultos con asma preexistente (Duff

et al. 1993; Johnston y Sears, 2006).

Cada vez hay mas indicios de que las infecciones virales estan estrechamente
relacionadas con sibilancias en la nifiez y sugieren que la bronquiolitis grave en la
primera infancia puede predisponer a asma cronica infantil; por otra parte, podria
representar un marcador de individuos susceptibles. Por el contrario, las infecciones
leves repetidas en los primeros afios brindarian un efecto protector contra la
aparicion de asma o atopia mediante la desviacion del sistema inmunitario hacia
respuestas Thl. Sin embargo, la informacion relacionada con esta hipo6tesis no es

firme en lo que a virus se refiere (Palomino et al., 2004).
Varios factores, como la presencia de atopia, el momento en el que se produce

la exposicion y la gravedad de las infecciones, interacttan en la relacion entre asma

e infeccion (Palomino et al., 2004).
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Todavia estd poco claro si la respuesta alérgica suscitada después de una
infeccion viral es el resultado de un dafio pulmonar no especifico provocado por un
virus o0 por una respuesta inmunitaria especifica de éste. Al respecto, las
investigaciones realizadas por Tsitoura et al. (2000) han asociado a la infeccién por
influenza con sensibilizacién alérgica y desarrollo de asma bronquial, mientras que,
estudios en ratones infectados han asociado la infeccion del VSR a un aumento de la

respuesta Th2 (alergia) (Barends et al., 2004).

La relacion entre las infecciones bacterianas y el asma no parece tener un
vinculo tan fuerte como las infecciones virales (Alvarez y Alvarez, 2007; Ogra, 1989). En
un estudio prospectivo en la universidad de Wisconsin se analizaron 16 pacientes
que tuvieron 61 episodios de crisis de asma. De este total, 42 episodios estuvieron
relacionados con infecciébn viral y solamente uno, con infeccion bacteriana
(Wennergren, 1997). Aunque hay publicaciones en adultos, algunas relativamente
recientes (Alvarez y Alvarez, 2007), que relacionan las infecciones respiratorias
bacterianas con las exacerbaciones de asma, la mayoria estdn basadas en la
experiencia personal de los autores que indican mejoria del asma tras el tratamiento
de la infeccion bacteriana, faltando estudios clinicos controlados que demuestren tal

asociacion.

Los gérmenes mas frecuentes encontrados en pacientes asmaticos son:
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Streptococo beta-hemolitico,
Staphylococcus aureus, asi como Chlamidya pneumoniae (Grayston et al., 1995). Sin
embargo, estudios cientificos realizados en los Angeles, California, sostienen que
pese a que la hipétesis de la higiene predice que las infecciones deberian proteger
contra el asma, se debe tener en cuenta, que cada vez existen mas estudios que
prueban que ciertas infecciones también pueden promover el desarrollo del asma; no
obstante, aun no existe una conciliacion de estos hallazgos, y el papel de la
inmunidad innata en este contexto parece no estar muy claro. Al respecto Schroder
et al. (2008), en estudios realizados in vitro en ratones donde pusieron a prueba si la

infeccion bacteriana del tracto respiratorio provoca sensibilizacion de la via aérea a
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un antigeno inocuo encontrado en paralelo de forma de determinar la contribucién de
la respuesta inmunitaria innata, han concluido que la infeccidbn bacteriana de
severidad moderada (pero no la grave) puede inducir una sensibilizacién alérgica a
antigenos inertes inhalados.

Arocha y Parra (2002) reportaron una relacién entre la condicion de asma vy el
porcentaje de flora bacteriana transitoria en la orofaringe de pacientes de una ciudad
de Venezuela (Maracaibo). Gern y Lemanske (2003) han propuesto la posibilidad de
gue infecciones respiratorias virales repetitivas y con ciertos patégenos intracelulares
como clamidias y micoplasmas pueden causar enfermedad aguda o cronica y/o

empeorar el cuadro de asma en nifios.

I.5. Citoquinas. Concepto, clasificacién y actividad bioldgica.

Las citoquinas son factores solubles no antigenos especificos producidos
mayoritariamente por leucocitos que intervienen en la regulacion de las células del
sistema inmunoldgico y los procesos inflamatorios. Estas moléculas estan implicadas
en las respuestas frente a agentes infecciosos, pero en ocasiones pueden ser
responsables de procesos patologicos. Las citoquinas incluyen a las interleuquinas
(IL), linfoquinas, interferones (IFN), monocinas y quimioquinas. Las quimioquinas son
proteinas implicadas en la atraccion especifica de los leucocitos hacia tejidos donde se

esta produciendo un proceso inflamatorio (Commins et al., 2010).

Molecularmente hablando las citoquinas son polipéptidos o glicoproteinas con un
peso molecular menor de 30 kDa, aunque algunas pueden formar oligbmeros de
mayor peso molecular. La clonacion de los genes de estas citoquinas ha permitido su
producciéon en masa y actualmente esta siendo explorada la utilidad terapéutica de la

administracion de citoquinas o moléculas antagonistas (anticuerpos anticitoquina,
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receptores solubles) en enfermedades infecciosas, tumorales o autoinmunes (Abbas et

al., 2009).

Las citoquinas ejercen su funcion actuando sobre receptores especificos de
membrana y contribuyen a la activacion, blastogénesis y/o diferenciacion en células
efectoras, regulando también otros procesos como la apoptosis, adquisicion de

capacidad citotoxica y la recirculacion de los leucocitos (Parham, 2006).

Los efectos y la sintesis de las citoquinas no se limitan al sistema inmunoldgico,
ya que se ha observado que estas moléculas pueden regular la funcién de las células
de otros 6rganos y tejidos. Por otro lado, el estado funcional de las células inmunitarias
es modulado por moléculas aparentemente propias de otros sistemas tales como el
sistema nervioso o el endocrino (Parham, 2006), sugiriendo la integracién global de

todos ellos dentro del organismo.

La existencia de una division dicotomica entre los linfocitos Th humanos es
objeto de controversia. Los estudios de los patrones de secrecion de citoquinas en
células individuales han demostrado que en los linfocitos humanos, sélo un pequefio
porcentaje de los linfocitos encaja en las categorias Thl y Th2 (Kelso et al., 1991). La
mayoria de los linfocitos T cooperadores humanos presenta patrones de secrecion
de citoquinas que combinan la secrecién de algunas citoquinas tipo 1 con la de tipo
2; por ejemplo la IL-10, una citoquina Th2 por excelencia, es producida tanto por
linfocitos T productores de IL-4, como por los productores de IFN y (Assenmacher et al.,
1994). Es un hecho generalmente admitido que las células T que secretan IL-4 no
secretan IFNy y viceversa, pero también es cierto que en los linfocitos Th humanos
existen células que secretan cualquiera de las combinaciones del resto de citoquinas
segun patrones de asociacion aleatorios (Kelso, 1995). Por tanto, podemos concluir
gue aungue existen respuestas inmunoldgicas de tipol y 2, éstas no se basan (al
menos en la especie humana) en el predominio de clones Thl o Th2, sino en el

predominio de clones productores de IL-4 o IFNy. Actualmente el concepto ha
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evolucionado y al referirse a linfocitos humanos se denomina Thl a los linfocitos

productores de IFNy y Th2 a los productores de IL-4 (Goldsby et al., 2004).

Las respuestas inmunitarias dominadas por IFNy (Thl) estimulan a los
macréfagos aumentando su potencial fagocitico microbicida y también favorecen la
produccion de anticuerpos de los isotipos IgGl e IgG3 que son los de mayor
capacidad para la activacion del complemento y mayor afinidad por los receptores Fc
de las células fagociticas. Estas respuestas Thl estan asociadas a activacion de
macréfagos, inflamacion y dafio tisular y son esenciales en la defensa frente a

bacterias intracelulares como Mycobacterias (Abbas et al., 2009).

Las respuestas dominadas por IL-4 (Th2) inducen la produccién de niveles
elevados de IgM y también de isotipos de IgG que no fijan complemento como 1gG4.
También favorecen el cambio de isotipo hacia la produccién de IgE y la activacién de
eosinofilos, basoéfilos y mastocitos que son las células efectoras con receptores de
alta afinidad para IgE. Estos mecanismos son importantes en las respuestas frente a
helmintos y en las reacciones alérgicas. Las respuestas Th2 antagonizan los efectos
proinflamatorios de IFN sobre los macréfagos por lo que suprimen tanto las

reacciones inflamatorias agudas como las cronicas (zhang et al., 1991).

La regulacion del sistema inmunoldgico por las citoquinas incluye algunas como:
El factor de necrosis tumoral alfa (TNFo), es una proteina que existe en una forma
libre y también como molécula de membrana. EI TNFa. es producido por células T
activadas, mastocitos y macréfagos tras estimulacion por endotoxinas bacterianas,
factor estimulador de colonias de macréfago (M-CSF), IFNy, IL-2 6 IL-15. El TNFa fue
descrito como factor toxico para algunas células en cultivo, y causante de necrosis
hemorragica de tumores in vivo. El TNFa es el principal mediador de la respuesta
inmunitaria frente a bacterias gram negativas, el estimulo mas potente para su
produccion son los lipopolisacéaridos (LPS) bacterianos. Después de la actuacion por
LPS, el IFNy regularia positivamente su sintesis (Goldsby et al., 2004, Commins et al.,

2010).
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El TNFo ejerce numerosos efectos in vivo que son muy dependientes de su
concentracion. A concentraciones bajas el TNFo actia localmente como un mediador
paracrino que provoca aumento de la adhesividad de las células endoteliales de los
vasos, activacion leucocitaria y estimulacion de la produccion de IL-1, IL-6 e IL-8 en los
fagocitos mononucleares. También coestimula la activacion de linfocitos T y B. En
células del endotelio vascular y fibroblastos, estimula la produccién de factores
estimulantes de colonias (CSFs) y aumenta la expresion de moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC, Major Histocompatibility Complex) de clase |

(Sullivan, 2004).

Cuando las cantidades de TNFa. son mayores, éste actia de modo endocrino y
provoca acciones sistémicas: estimula la produccion de reactantes de fase aguda por
el higado y la produccion de IL-1 e IL-6 en células del endotelio vascular; activa el
sistema de coagulacién e induce fiebre; suprime la proliferacion de las células
progenitoras hematopoyéticas de la médula 6sea y contribuye a la induccion del
estado caquéctico. En las sepsis por bacterias gram negativas se producen grandes
cantidades de TNFa las concentraciones extremadamente elevadas de TNFa
deprimen la contractilidad del miocardio con la consiguiente reduccion de la perfusion
tisular, relajan el tono del masculo liso vascular, contribuyendo a la disminucion de la
presion sanguinea y provocan coagulacion intravascular diseminada (Parslow et al.
2002).

Sobre los monocitos el TNFa induce un aumento de la expresién de moléculas
de clase | del MHC y liberacién de IL-1, cuyas propiedades bioldgicas se solapan a las
del TNFa. Los linfocitos T en reposo carecen de receptores para TNFa, que aparecen
tras su estimulacion antigénica. Sobre las células T activadas el TNFa incrementa el
namero de receptores para la IL-2, aumenta la proliferacion y la produccién de IFNy
inducidas por la IL-2. Los linfocitos T activados secretan simultaneamente TNFo e
IFNy. También los linfocitos B producen TNFo cuando son activados por el antigeno

(vasalli, 1992). En presencia de IL-2, el TNFa incrementa la expresién de receptores
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para IL-2 en células NK (Natural Killer) y LAK (Linphokine-Activated Killer), asi como su
actividad citotoxica. Parece probable la existencia de algun lazo de regulacion

autocrino, ya que las células NK son capaces de producir TNFa (Abbas et al., 2009).

La Interleuquina 1 (IL-1), ejerce una amplia gama de efectos en una extensa
variedad de células. Las diferentes actividades de la IL-1 son el resultado de los
efectos de dos proteinas diferentes (IL-1a e IL-1B) (Dinarello y Wolf, 1993). A pesar de
tener menos de un 30% de homologia en su secuencia aminoacidica, ambas
moléculas se unen a dos receptores muy similares entre si: IL-1RI (CDwl21a) e IL-
1RIl (CDw121b) y tienen similares actividades biolégicas. La IL-1 es segregada por
muchos tipos de células, tras su estimulacién por diferentes sefiales activadoras. Los
monocitos y los macréfagos secretan IL-1 en respuesta a productos bacterianos tales
como endotoxinas, inmunocomplejos, fragmentos moleculares de degradacion del
complemento, en particular C5a, y citoquinas, como el M-CSF (factor estimulante de
colonias de monocitos), el TNFa y el IFNy. Los receptores para la IL-1 se encuentran

en diversos tipos celulares (Cannon et al., 1997).

La IL-1 en bajas concentraciones tiene funciones inmunoreguladoras a nivel local
actuando como coestimulo para la activacion de las células T, incrementando la
proliferacion de los linfocitos CD4 y el crecimiento y la diferenciacion de células B.
Ademas induce el aumento de su propia sintesis y la produccion de otras citoquinas,
tales como IL-6 e IL8 por monacitos y células endoteliales, IL-6 por los fibroblastos o la
IL-2 por células T, y estimula la expresién de receptores de citoquinas en diferentes
tipos celulares, incluyendo células hematopoyéticas y células T. La IL-1 durante la
activacion del linfocito B, actia sinérgicamente con otras linfoquinas, favoreciendo su
progresion en el ciclo celular. También actia sobre las células endoteliales

promoviendo la coagulacion y la adhesion linfocitaria (Abbas et al., 2009).

A concentraciones mayores, la IL-1 ejerce una accion endocrina y provoca, a

nivel sistémico, algunos de los efectos que produce el TNFa. como la fiebre, la sintesis
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de proteinas de fase aguda y la caquexia. Por otro lado, tiene efectos diferentes a los
del TNFo dado que no produce dano tisular por si misma y no es letal, tampoco causa
necrosis hemorragica de tumores, ni lisa células tumorales in vitro. Tampoco
incrementa la expresion de moléculas del MHC, ni inhibe el crecimiento de las células
hematopoyéticas de médula 6sea sino que potencia las acciones de los CSF sobre
estas células. Finalmente, la accion IL-1 es mas potente que la del TNFa como
coestimulador de la respuesta de linfocitos T. La IL-18 presenta accion proinflamatoria

y muchas similitudes con la IL-13 (Parslow et al., 2002).

La IL-1 también, induce el cambio de isotipo de Inmunoglobulina hacia la
produccion de IgE. La IL-4 antagoniza varios de los efectos de la IL-2 en los linfocitos
B. Sobre los macrofagos inhibe la expresion de los tres tipos de receptores para la
region Fc (o fraccion cristalizable) de la molécula de 1gG y bloquea la produccién de IL-
1, IL-6, IL-8 y TNFa. Sobre los linfocitos T activados inhibe la produccion de IFNy
aumenta la capacidad litica de los CTLs (células citoliticas o TCD8"), y sobre las
células NK (Natural Killer), induce proliferacion y actividad LAK, pero antagoniza los
efectos de IL-2. Estimula la produccion de quimioquinas por las células endoteliales,
especialmente C-C, como MCH-1, conllevando a reacciones inflamatorias ricas en
eosindfilos y monocitos. Los estudios de inmunohistoquimica en eosindfilos de
pacientes que presentan asma bronquial y polipos nasales, han demostrado mRNA

para IL-4 (Kips y Pauwels, 1997).

La interleuquina 4 (IL-4), es producida por linfocitos TCD4+ activados, mastocitos
activados, basofilos, eosinofilos y macrofagos. La IL-4 actia sobre diferentes
poblaciones celulares como los linfocitos B en reposo, modulando el efecto de
activacion subsiguiente a la interaccién con el antigeno, pero no induce proliferacion
sobre linfocitos T, monaocitos, células endoteliales y fibroblastos. También aumenta la
expresion de moléculas del MHC de clase Il, CD23 y CD40. Por otro lado, el aumento
en la expresion de CD23 inducido por IL-4 puede inhibirse por IFNy (Banchereau y

Ryback, 1994).

19



Introduccion

La interleuquina 5 (IL-5), es una glicoproteina producida exclusivamente por
linfocitos T activados. La IL-5 estimula el crecimiento y la diferenciacion de los
eosinofilos y promueve su activacion, que es necesaria para la respuesta inmunitaria
frente a parasitos (Takatsu, 1992). Al inducir la produccion y maduracion de estos
eosindfilos en la médula ésea, se constituyen en células hipodensas lo que las
convierte en un marcador fenotipico de activacion, con lo cual su potencia inflamatoria
se incrementa, aumentando la capacidad de producciébn de leucotrienos, y de
superéxido, mejorando su accion citotoxica y aumentando la sobrevida de las células,
inhibiendo el proceso de apoptosis (Fishman et al., 1996, Ricci et al., 1997). Tiene actividad
como factor de diferenciacion de células B promoviendo la sintesis de

inmunoglobulinas, especialmente la de IgA.

Las quimioquinas constituyen una superfamilia de pequefias moléculas que
tienen gran capacidad quimioatractante y son de estructura muy diferente a las otras

citoquinas (Rollins, 1997).

Las quimioquinas poseen la capacidad de inducir la migracion o quimiotaxis de
numerosos tipos celulares incluyendo neutrofilos, monocitos, linfocitos, eosinofilos,

fibroblastos y queratinocitos.

Originalmente, las quimioquinas fueron descritas como mediadores
inflamatorios producidos en sitos de infeccidon o injuria en respuesta a estimulos
inflamatorios. Las quimioquinas inflamatorias reclutan y activan leucocitos para
montar una respuesta inmune e iniciar la curacion de heridas. Aunque la quimiotaxis
se presenta como el eje central de las quimioquinas, su funcién fisiolégica es mas
complejo de lo que se describe, con muchas funciones adicionales de homeostasis y
limpieza. Estas funciones van desde el trafico de linfocitos durante la hematopoyesis,
muestreo de antigenos en los 6rganos linfoides secundarios, vigilancia inmunoldgica
y el desarrollo de 6rganos (Moser y Loetscher, 2002). En general, las quimioquinas

homeostéticas se expresan en los tejidos u 6rganos especificos, mientras que las
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quimioquinas inflamatorias son producidas por muchos tipos de células en varias

ubicaciones.

Se clasifican en tres grupos de acuerdo a la posicion de las primeras dos
cisteinas en la estructura primaria: 1) Grupo C-X-C en la cual la letra X es un
aminoacido que separa las dos cisternas, entre ellas tenemos al factor quimiatractante
de neutréfilos derivado del epitelio (ENA78) IL-8, factor derivados del estroma (SDF),
proteina quimiotactica de granulocitos (GCP-2), fator 4 plaquetario (PF-4), IP10,
monocina inducida por IFNy (MIG) y proteina activadora de neutrofilo. 2) Grupo CC en
el que las dos moléculas de cisteina se encuentran adyacentes, en este grupo se
encuentran el RANTES (Regulated on activation normal T-cell expressed and
secreted), MCP (proteina inflamatoria de macréfago), MIP (proteina quimioatractante
de monocitos), C10, H14, TCA-3, eotaxina; y por ultimo, 3) Grupo C en la cual se

encuentra la linfotactina (Commins et al., 2010).

Todas las moléculas anteriores promueven la adhesién, la quimiotaxis y la
activacion de diferentes poblaciones de leucocitos, también alteran el tréfico de
linfocitos como respuesta de diferentes sefales pro-inflamatorias; parte de estas
acciones se llevan a cabo gracias a la sobre regulacién en la expresion de integrinas,
estableciéndose gradientes de quimiotaxis. Todos sus efectos estan mediados por la
interaccién con los receptores acoplados a proteina G, que pertenece a la familia de
las serpentinas (Abbas et al., 2009).

Se ha descrito otro grupo denominado C-X3C, compuesto por fractalina y

neurotactina (Nelson et al., 1998).

Las quimioquinas C-X-C tienen potente accién quimioatractante de neutrdfilos, y
algunas sobre monocitos, mientras que las de tipo C-C, poseen efectos sobre otras
células como eosindfilos, basofilos, mastocitos y también sobre monocitos. El grupo C
compuesto unicamente por la linfotactina, actia especificamente sobre linfocitos. Los

monocitos y los macréfagos son los principales productores de quimioquinas, los
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linfocitos producen especialmente las de tipo C-C, principalmente RANTES y MIP,
mientras que los eosinofilos producen MIP e IL-8, y las células epiteliales producen IL-
8 y RANTES (Janeway et al., 1999). Para producir quimiotaxis de neutréfilo, la mas
potente es la IL-8, para eosindfilos las més activas son los RANTES, y para linfocitos
T y células NK las principales son RANTES, MIP y MCP.

La interleuquina 8 (IL-8), miembro de la familia o de las quimioquinas, es
producida por una amplia variedad de células (fibroblastos, hepatocitos, astrocitos),
tras su estimulacién con diferentes sefiales que incluyen a la IL-1, el TNF, la
endotoxina y diferentes virus; también es producida por las plaquetas. Esta
quimioquina ejerce un papel primordial en la iniciacién de la respuesta inflamatoria al
promover la quimiotaxis y posterior degranulacion de los neutrofilos. Ademas,
desarrolla una accién quimiotactica sobre otras células entre las que se encuentran los
linfocitos T y los basofilos. Sobre estos ultimos estimula la liberacién de histamina.
Algunas de las acciones proinflamatorias del TNFa y la IL-1 son mediadas por la
secrecion de IL-8, que por tanto actia como un mediador secundario de los procesos
inflamatorios. Dentro de las quimioquinas de la familia p podemos destacar MIP-1a.
que es un factor quimiotactico para monocitos, eosindéfilos, células B y NK. MIP-1a es

un mediador importante en la inflamacién inducida por virus (Cook et al., 1995).

Los RANTES son unas de las quimioquinas mejor estudiadas y que juegan un
papel importante en el asma bronquial; es producida por linfocitos T activados,
células epiteliales y endoteliales, células dendriticas y macrofagos alveolares, su
accion es potenciada por el complejo del TNFo/IL-1B, actia como potente
guimioatractante de linfocitos Thl y Th2 y también de células de memoria. Su accion
fundamental se realiza sobre los eosinéfilos, atrayéndolos y aumentando la expresiéon
de intregrinas, desencadenado su activacion, estimulando la explosion respiratoria, la
liberacion de radicales libres y la exocitosis de su proteasas. Actua también sobre
monocitos (Churg et al., 1997) y tiene un efecto liberador de histamina actuando sobre

basdfilos (Nelson et al., 1998).
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Otra citoquina es la IL-10, la cual es producida por linfocitos Thl y Th2,
monocitos y linfocitos B, inhibe la liberacion de IL-5 dependiente de la coestimulacion
B7-CD28 por linfocitos en reposo, inhibiendo a las células presentadoras de antigeno
y por consiguiente afecta la produccién de otras citoquinas producidas por los
linfocitos T, como el IFNa que actua disminuyendo la respuesta Th2 en el asmatico.
También esta citoquina inhibe la produccién de IgE mediada por liberacion de
TNFa por mastocitos y la produccion de GM-CSF que actian como factor de
crecimiento de colonias de estas células, inhibiendo la activacion de las mismas,

mediadas por alérgenos (Abbas et al., 2009).

Por su accion de inhibicibn de produccion de citoquinas, mediadoras de
inflamacion y con accion eosinopoyética (GM-CSF, IL-3 TNFa), por células
dendriticas y macréfagos alveolares, contribuye a sub regular el componente

inflamatorio de la respuesta alérgica (Delves y Roitt, 1998).

[.5.1. Respuesta inmunitaria mediada por citoquinas en pacientes asmaéticos.

Tanto IL-4 como IL-5 estan involucradas en la patologia del asma bronquial.

Entre las acciones locales descritas para ellas estan:

La IL-4, producida por mastocitos, linfocitos T, basofilos y eosindfilos, tiene la
propiedad de cambiar el isotipo (cambio de swith IgG a IgE), es el factor mas
importante de crecimiento de linfocitos T virgenes, que cuando son estimulados por
antigenos derivan hacia la subpoblacion Th2, tiene accion autocrina y paracrina,
promoviendo la expansion de estas colonias de células; a su vez, estos linfocitos
producen altos niveles de IL-4. Aumenta la expresion de moléculas de adhesion,
especialmente de VCAM-1 (moléculas de adherencia), por parte de la células

endoteliales, facilitando la migracion VLA-4 (integrina de los linfocitos T que se une a
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moléculas de adherencia celular de las mucosas) dependiendo de eosinofilos,

linfocitos y monocitos (Fishman et al., 1996; Kips y Pauwels, 1997).

La IL-4 estimula la produccion de quimioquinas por células endoteliales,
especialmente de la clase C-C, como MCP-1, conllevando a reacciones inflamatorias
ricas en eosinofilos y monocitos. Ademas, induce la expresion del receptor CD23, de
baja afinidad para macréfagos y también de ICAM-I, potencia la quimiotaxis de
fibroblastos y estimula la sintesis de proteinas como colageno y fibrinectina en la
matriz extracelular. En asociacion con IL-9, tiene una accién potente como inductora
de crecimiento de colonias de mastocitos y aumenta la expresiéon de moléculas de la
clase Il del Antigeno Leucocitario Humano (HLA) en las células inmunocompetentes
(Ricci et al., 1997).

Podria decirse que la IL-5 es el principal factor de crecimiento, diferenciacion y
activaciéon de eosindfilos, induciendo la produccion y maduracion de estos en la
médula Osea, convirtiéndolos en células hipodensas, lo que constituye un marcador
fenotipico de activacion, con lo cual su potencia inflamatoria se incrementa,
aumentando la capacidad de produccion de leucotrienos, de superéxido, mejorando
Su accion citotoxica y aumentando la sobrevida de las células inhibiendo el proceso

de apoptosis (Fishman et al., 1996; Abbas y Pover, 1997).

Sin embargo, otras citoquinas involucradas son la IL-13 y la IL-16, la primera
con homologia estructural con IL-4, incluso comparte un receptor comun hasta el
punto que se ha considerado una duplicacién del gen original de esta interleuquina.
La IL-16 conocida como factor quimioatractante de linfocitos, pueden ser sintetizadas
por las células epiteliales del bronquio segun evidencias previas (Bandeira-Melo et al.,

2002; Izuhara et al., 2007).

Sin embargo, a pesar de que son las mayormente estudiadas hasta ahora, otras
citoquinas han comenzado a ser involucradas en el asma bronquial. Ensayos

realizados en lavados broncoalveolares de pacientes asmaticos se han encontrado
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las citoquinas TNFa, IL-f1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6. GM-CSF, IL-16, quimioquinas e IFN.
Los lavados bronquiales de pacientes asmaticos atopicos se han encontrado un gran
aumento de TNFoa, y moderado de IL-2, IL-3, IL-4, IL-6 y GM-CSF (Wirchow et al.,
1995).

Las quimioquinas en el asma promueven la migracion de leucocitos desde el
compartimiento vascular, hacia la pared bronquial ocurre principalmente por el
establecimiento de un gradiente quimiotactico, facilitado por la expresion de las
moléculas de adhesion. Las quimioquinas juegan un papel muy importante al activar
las células endoteliales y atraer linfocitos, monocitos y eosindfilos, ocasionando la

acumulacion de estas células en la pared bronquial.

En el asma bronquial el TGFp desempefia un papel patogénico importante, por
su capacidad de promover fibrosis sub-epitelial, induce hipertrofia e hiperplasia de
glandulas mucosas, hipertrofia del musculo liso, también inhibe el crecimiento de
células epiteliales y produce disminucién del nimero de receptores B adrenérgicos

en el masculo liso bronquial (Takisawa et al., 1997).

Recientes estudios demuestran que hay mas similitudes que diferencias en las
anormalidades del asma atdpica y no atdpica. Ambas variantes se caracterizan por la
infiltracion tisular de eosinofilos y linfocitos T activados y el incremento en la

produccion de IL-4, 5, 13, y quimioquinas CC (Molina, 2006).

Algunas de las citoquinas que intervienen durante el asma son el TNFa y la IL-
1B, estas se caracterizan por potenciar la sensibilizacion a aeroalergenos, aumentan
la reactividad bronquial, activan células inflamatorias, actian regulando moléculas de
adhesion, aumenta la produccion de citoquinas como el GM-CSF e IL-8, aumenta la

expresion de la sintesis de 6xido nitrico (NO) e induce sintesis de IgE.
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Por método de ELISA se han encontrado en el lavado broncoalverolar (BAL) de
pacientes asmaticos, las siguientes citoquinas: TNFa, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6.
GM-CSF, IL-16, quimioquinas e INF. Los Lavados bronquiales de pacientes
asmaticos atépicos (Wirchow, 1995) muestran gran aumento de TNFa, y moderado de
IL-2, IL-3, IL-4, IL-6 y GM-CSF. Wirchow (1996) presenta un elegante estudio en el
cual dosifica citoquinas en BAL, en pacientes con asma alérgica, como también en
intrinseca, y encuentra en la primera aumento de IL-4 e IL-5 y en la segunda IL-2 e
IL-5. En pacientes con asma severa se ha encontrado disminucion de niveles de IL-
10 en lavado bronquial y en cultivo de monocitos circulantes, esta interleuquina tiene
un efecto supresor en produccion de citoquinas que intervienen en la inflamacién

(Borish, 1996).

La IL-4 que es producida tiene un papel relevante en la estimulacion y
produccién de quimioquinas por las células endoteliales, especialmente de la clase
C-C, como MCP-1, conllevando a reacciones inflamatorias ricas en eosinofilos y

monocitos.

[.6. Respuesta inmunitaria mediada por citoquinas en las infecciones

microbianas

Las respuestas inmunoldgicas contra los microorganismos, aunque multiples y
variadas, presentan algunas caracteristicas generales. La primera es que la defensa
efectiva contra los microorganismos estd mediada por mecanismos efectores tanto
de la inmunidad innata como de la adaptativa. Muchos microorganismos han
desarrollado mecanismos que les permiten sobrevivir a la inmunidad innata y la
proteccion contra ellos requiere la participacion activa de la inmunidad adaptativa.
Sin embargo, como se menciond anteriormente, el tipo de respuesta adaptativa esta
determinada en gran parte por eventos ocurridos durante la respuesta innata (Parslow

et al., 2002).
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Los agentes infecciosos pueden diferir mucho en sus patrones de invasion y de
colonizacion, asi como en la inmunogenicidad de sus antigenos. Por lo tanto, una
respuesta inmunitaria efectiva contra microorganismos distintos, puede requerir la
activacion de distintos tipos de mecanismos efectores tanto en la respuesta inmune
innata como en la adaptativa (Abbas et al., 2009). La supervivencia y la patogenicidad
de los microorganismos en el huésped estan criticamente influenciadas por su
capacidad de evadir o resistir la inmunidad protectora, para lo cual ellos han
desarrollado diferentes estrategias.

Otra caracteristica en comun es que en muchas infecciones el dafio tisular y la
enfermedad producida puede ser causada por la propia inmunidad del huésped
contra el patdgeno, mas que por el microorganismo en si mismo (Campbell y Butcher,

2000; Galucci y Matzinger, 2001, Janeway et al., 2001, Lipscomb, 2002).

[.6.1. Respuesta inmunitaria mediada por citoquinas en las infecciones

respiratorias de etiologia viral.

Los virus son microorganismos intracelulares obligados, que generalmente
ingresan a las células susceptibles usando como receptores las moléculas normales
de superficie celular. Por ejemplo, los rinovirus (virus causante del resfrio comun) se
unen a moléculas de adhesién intercelular (ICAM-1) expresadas en las células de
muchos tejidos como las del epitelio respiratorio. Cuando el virus esta dentro de la
célula huésped, causa lesion celular por diferentes mecanismos. La replicacion viral
puede interferir con la sintesis proteica celular y provocar la muerte de la célula por
lisis, liberandose muchas particulas virales nuevas (virus citoliticos) (Abbas et al.,
2009).

Otros virus pueden causar infecciones latentes y permanecer quiescentes por

largos periodos de tiempo, sin conducir a la muerte inmediata de la célula huésped.
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La inmunidad contra los virus debe ser capaz de actuar en las distintas poblaciones
de células infectadas (dado que distintos virus infectan distintas células). Dicho
mecanismo inmunitario opera a dos niveles: previo a la invasion celular, en la etapa
inicial de la infeccion y después de la invasion cuando los virus son inaccesibles a los

anticuerpos y fagocitos (Parslow et al., 2002).

En primer lugar, durante el desarrollo de la inmunidad innata la infeccion viral
estimula la produccion, por parte de las células infectadas, de IFN tipo 1 (que
comprende dos grupos seroldgicamente distintos, a y ). El IFN tipo 1 tiene muchas
acciones biolégicas. En principio inhibe la replicacion viral estimulando la sintesis de
enzimas celulares que interfieren con la replicacion del acido ribonucleico (ARN) o
desoxirribonucleico (ADN) viral. Su accion antiviral también es ejercida sobre las
células vecinas no infectadas, que quedan asi protegidas de la infeccion. Ademas, el
IFN tipo 1 inhibe la proliferacion celular por induccién de las mismas enzimas
mencionadas anteriormente y de otras que actdan inhibiendo la sintesis de
aminoécidos. También aumenta el potencial litico de las células NK cuya funcion
principal es matar las células infectadas por virus. Por ultimo, modula la expresion de
moléculas MHC, aumentando la expresion de las moléculas MHC clase | e inhibiendo
las de clase II. Asi mejora la eficiencia de los linfocitos T citoliticos que reconocen

antigenos extrafios asociados a moléculas MHC de clase | (Goldsby et al., 2004).

En segundo lugar, las células NK lisan muchas células infectadas por virus,
constituyendo esto, uno de los mecanismos efectores principales en los estadios
iniciales de la infeccién viral. Ademéas del IFN tipo 1, el IFN-y, el TNF y la IL-2,
aumentan el potencial litico de estas células (Murphy et al., 2010).

La inmunidad especifica contra virus estd mediada tanto por mecanismos
celulares como humorales. En las etapas iniciales de la infeccion, los anticuerpos
especificos antivirales son muy importantes. Los dirigidos contra las proteinas de
envoltura o de las capsides virales que participan en la adsorcion, impiden la union

con el receptor celular y por lo tanto el ingreso a la célula susceptible; éstos son

28



Introduccion

llamados anticuerpos neutralizantes. Ademas, opsonizan a los virus, mejorando las
funciones fagociticas, aunque también pueden facilitar la infeccion de aquellas
células portadoras de receptores Fc (Dérner y Radbruch, 2007). La IgA de las mucosas
es importante en la neutralizacion de virus que ingresan al organismo por via
respiratoria, digestiva y urogenital; de hecho la induccion de inmunidad secretoria es
una de las bases para el desarrollo de vacunas orales 0 nhasales.
Desafortunadamente, la vacuna oral contra la poliomielitis es una de las pocas que lo

ha logrado (Goldsby et al., 2004)

La activacion del complemento también puede participar de la inmunidad
mediada por anticuerpos, principalmente lisando virus envueltos y promoviendo la
fagocitosis. La inmunidad humoral es un componente importante de la inmunidad
contra los virus, pero no es suficiente para erradicar muchas infecciones virales. Los
anticuerpos tienen efecto protector, sélo en las primeras etapas de la infeccion viral;
ademas, es importante destacar que su capacidad neutralizante in vitro, tiene poca
correlacion con la capacidad protectora in vivo y que es dificil transferir inmunidad

antiviral a animales no inmunes sélo con anticuerpos purificados (Parham, 2005).

Un mecanismo fundamental de la inmunidad especifica contra las infecciones
virales establecidas estd constituido por los linfocitos T citotoxicos,
fundamentalmente los linfocitos T CD8+ que reconocen antigenos virales asociados
a moléculas MHC clase I, sintetizados en el interior de las células infectadas. En este
momento es importante recordar que las moléculas MHC de clase | estan en la
superficie de cualquier tipo celular. Para su diferenciacion y activacion, los linfocitos T
citotdxicos requieren dos tipos de sefiales; la primera es el reconocimiento especifico
del antigeno en la célula blanco en asociacion al MHC clase | y la segunda son
citoquinas producidas por las células T helper CD4+ que reconocen antigenos virales

asociados a MHC clase Il (Dérner y Radbruch, 2007).
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[.6.1.1. Respuesta inmunitaria contra infecciones virales respiratorias

Los pulmones y el aparato respiratorio en general, son un sistema de 6rganos
estructural y anatdbmicamente complejos, que por su gran area de superficie epitelial
estd continuamente expuesta al medio ambiente, ademas de estar altamente
vascularizado (Woodland y Scott, 2005). La patogenia de la inflamacion pulmonar
inducida por cualquier virus, y en especial por el VSR, es multifactorial; es decir que,
ademas del efecto citopatico directo del virus sobre el epitelio respiratorio, la
inflamacion mediada por mecanismos neuronales (sustancia P y neurocinina), y no
neuronales (leucotrienos, prostaglandinas, etc.), y la inmunidad innata y adaptativa a
través de distintos mecanismos solubles o celulares (citoquinas y células

inmunitarias), desempefian un papel primordial (Piedimonte et al., 2004).

Aungque una gran cantidad de infecciones virales no son mortales como lo
sefalan la mayoria de los estudios (Rosete et al., 2002), el padecimiento de este tipo de
infeccion parece estar relacionado con una alteracion de la respuesta inmunitaria que
podria conllevar a hiperreactividad bronquial (HRB), a cuadros asmaticos; asi como
también, a neumonias y bronquiolitis como secuelas de la infeccidn (Roche et al., 2003;
Mejias et al., 2004). Adicionalmente se ha sugerido que algunas infecciones virales en
pacientes asmaticos suelen prolongar los sintomas respiratorios (Corne et al., 2002),

pero los mecanismos involucrados no parecen estar del todo esclarecidos.

Existen pocos trabajos dirigidos a estudiar el patron de citoquinas local y
periférico de pacientes con infecciones respiratorias producidas por diferentes tipos
de virus (VSR, adenovirus, influenza, parainfluenza); entre ellos se encuentra las
investigaciones realizadas por Diaz et al. (1999), en sobrenadante de cultivos de
células mononucleares de sangre periférica (CMSP), quienes sugirieron que el
adenovirus induce una respuesta Thl que no es vista en la infeccion por VSR.
Bonville et al. (1999), han reportado en lavados nasales de pacientes con IRA del
tracto superior por Adenovirus, VSR, parainfluenza e influenza concentraciones de
MIP-1o y RANTES.
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Segun estudios realizados por Gern et al. (2002), existe una estrecha asociacion
entre la severidad de la enfermedad y los niveles de IL-8 en lavados nasales de
pacientes infectados con rinovirus e influenza pero no con parainfluenza y VSR. Por
su parte, Fernandez et al. (2005) han sefialado variaciones en el patron de respuesta
a algunas citoquinas como IFNy, receptor TNF (sTNF-Il) en la fase aguda de la
infeccion producida por adenovirus y VSR, y afirman que estas discrepancias podrian
deberse a la patologia tan diferente que presentan ambos virus. Informacion similar
han aportado las investigaciones realizadas por Aberle et al. (2004) quienes sefalan
que dependiendo de la naturaleza del patdgeno viral, la infeccion respiratoria en los
nifios difiere en cuanto a la produccion de IFNy y esto podria contribuir al curso
clinico de la enfermedad. Las investigaciones anteriores fueron realizadas en
pacientes sin asma. Sin embargo, Oh et al. (2002), evaluaron la relacion entre las
concentraciones de IL-6, IL-8, IL-11 e IFNy en aspirado nasofaringeo de nifios

asmaticos y no asmaticos con IRA producida por influenza y VSR.

A pesar de los avances en los estudios relacionados con esta materia,
investigaciones actuales (Pitrez et al., 2005) siguen sosteniendo que el patron de
citoquinas Th1/Th2 en infantes de paises en vias de desarrollo con cuadros
respiratorios virales sigue estando poco claro, por lo que los investigadores sugieren

multiples factores involucrados en la patogénesis de este tipo de enfermedades.

A excepcion del trabajo de Fernandez et al. (2005), no se encontraron
investigaciones latinoamericanas, y podria decirse que no existen investigaciones
venezolanas que hayan evaluado simultineamente los  mecanismos
inmunopatogénicos mediados por citoquinas de los diferentes virus respiratorios, en
pacientes adultos con IRA asmaticos y no asmaticos, evaluando un patrén amplio de
citoquinas (proinflamatorias, algunas de las citoquinas de la subpoblaciones Th2 y

algunas quimioquinas) como el planteado en el presente estudio.

Las investigaciones sugieren que los mecanismos inmunopatolégicos de los

virus son diferentes; algunos estudios han encontrado mayor frecuencia de
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exacerbaciones de asma como secuelas de la infeccidn viral, y otros sélo se limitan a

la enfermedad respiratoria (Fernandez et al., 2005; Yasuda et al., 2005).

La relacién entre las infecciones bacterianas y el asma no parece tener un
vinculo tan fuerte como las infecciones virales (Ogra, 1989). En un estudio prospectivo
en la universidad de Wisconsin se analizaron 16 pacientes que tuvieron 61 episodios
de crisis de asma. De este total, 42 episodios estuvieron relacionados con infeccion

viral y solamente uno, con infeccidn bacteriana (Wennergren, 1997).

Debido a que la inmunopatogénesis de los agentes virales respiratorios difiere
segun lo evidencia la literatura, a continuacion se describe brevemente algunos de
los mecanismos que han sido involucrados con la patologia de algunos de estos

virus en las infecciones respiratorias, asi como su asociacion con cuadros asmaticos:

Las principales células del sistema inmunitario que ejercen su accion cuando el
organismo ha estado expuesto a infecciones virales son los linfocitos T citotéxicos

diferenciados, estos linfocitos, ejercen su efecto antiviral por tres mecanismos:

a) Lisis de las células infectadas por liberacién de granulos que contienen, entre
otras macromoléculas, una proteina formadora de poros (perforina o citolisina); b)
estimulacibn de enzimas intracelulares que degradan los genomas virales; c)
secrecion de citoquinas, mas especificamente IFN-y y linfotoxina (LT), en menor
grado IL-2. Aunque estas células producen citoquinas, no lo hacen en cantidades
suficientes o en los tipos necesarios para generar la diferenciacion completa de sus
precursores en linfocitos T citoliticos activos y diferenciados; de ahi la necesidad de
las citoquinas producidas por las células T helper CD4+ (células T colaboradoras o T

helper) (Goldsby et al., 2004).

En algunas infecciones virales esta respuesta inmunitaria es la causante de la
lesion tisular. De hecho, los individuos con deficiencias en las células T, padecen una

enfermedad con menor dafio hepatico, pero con mayor tendencia a la cronicidad y
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los inmunocompetentes padecen una enfermedad con lesiones hepaticas mas
severas, pero raramente se produce la enfermedad cronica (Campbell y Butcher, 2000,

Galucci y Matzinger, 2001, Lipscomb 2002, Luster, 2002).

Algunos estudios realizados en muestras de secrecion nasal obtenidas de
pacientes con diagnostico de IRA relacionada a VSR, sugieren que la secrecion de
quimioquinas inducida por el virus en las vias aéreas contribuye al dafo tisular
producido por neutréfilos y eosindfilos (Garofalo et al., 1992, Harrinson et al., 1999). Otras
citoquinas como la IL-4, IL-6, RANTES, MIP-1q, IL-8, y el TNF-a, se han asociado
con la movilizacion de otras células al lugar de la infeccidn (Sheeran et al., 1999, Jafri et

al., 2004).

La inmunopatogénesis del VSR, aun no esti clara del todo, no esta bien
definido si el VSR es el principal agente causal del asma; o si es la existencia de
predisposicion genética en estos pacientes lo que los predispone ante el virus VSR a
desarrollar la hiperreactividad bronquial (HRB). Ciertos estudios afirman que cuando
la enfermedad progresa, parece ser la respuesta inmunitaria, mas que la replicacion
viral, la responsable de las manifestaciones clinicas y la gravedad de la infeccion
(Mejias et al., 2004). Algunos autores sugieren la probabilidad de que la reduccion en
la funcion Th durante la infancia es la que juega un papel central en la susceptibilidad
de la bronquiolitis después que los nifios han sufrido una infecciébn por VSR
(Openshaw et al., 1992). Varios estudios con CMSP infectadas por VSR sugieren que el
patrén de citoquinas predominante durante la infeccibn es Thl, otros estudios
sostienen que hay predominancia de la respuesta Th2, y otras tantas investigaciones
sostienen que la infeccion por VSR estimula ambas respuestas (Chen et al., 2002;

Garofalo et al., 2001, Roman et al., 1997; Van Schaik et al., 1999; Welliver y Duffy, 1993).

Parece ser que es la liberacion de citoquinas como la IL-4, IL-6, RANTES, MIP-
1a, IL-8, y el TNF-a la que moviliza otras células al lugar de la infeccion, esto lo
evidencian los estudios realizados en lavado nasofaringeo de pacientes con infeccién

por VSR en el cual se revelaron mayores concentraciones de RANTES, MIP-1a, IL-6,
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IL-8 e IL-10 en pacientes infectados con VSR cuando fueron comparados con los
controles sin infeccidon (Sheeran et al., 1999). Alberle et al., (2004) sugieren que la
manifestacion mas severa de la bronquiolitis por VSR en infantes esta asociada con
la produccion local marcadamente reducida de IFNy en la secrecion de las vias
aéreas; no se han encontrado trabajos realizados en poblacion adulta que sustenten
esta hipotesis. Otros estudios recientes, realizados en muestras de lavado bronquial
provenientes de ratones con neumonia e hiperreactividad producida por VSR, han
encontrado aumento en la concentracion de ciertas citoquinas entre las cuales
destacan TNF-q, IL-6, IFN-y, IL-4, IL-10, KC (homologo de la IL-8), RANTES, MIG o
monokine induced by gamma-interferon (CXCL9), MIP la y la eotaxina (Jafri et al.,

2004).

En la inmunopatogénesis del virus de la influenza estd ampliamente
caracterizada la respuesta de la IL-18 como estimulante de la su poblacion Thl (van
Der Sluijs et al., 2005; Liu et al., 2004, Sareneva et al., 1998; Zhang et al., 2001); igualmente
para las quimioquinas RANTES, MIP-1a, MCP3, IP-10; como de las citoquinas
proinflamatorias IL-1, IL-6, TNFa, ademas de los IFN o y B (Julkunen et al., 2001).
Segun Gern et al. (2002), existe una estrecha asociacién entre la severidad de la
enfermedad respiratoria con los niveles de IL-8 en pacientes infectados con
rhinovirus y virus de la influenza. Por otra parte, estudios ex vivo han evidenciado la
asociacion en la produccién de IL-10 por este virus en la susceptibilidad a infecciones
bacterianas (Van Der Sluijs et al., 2004). Otros estudios realizados en nifios asmaticos y
no asmaticos con infeccién por VSR y virus de la influenza han mostrado aumento en
la concentracion de IL-6 e IFNy para los asmaticos (Oh et al., 2002); los resultados
obtenidos por Tsitoura et al. (2000) sefalan la asociacion del virus de la influenza
con un aumento de la sensibilizacién alérgica y de la HRB y con un aumento en el
patrén de citoquinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) asi como del anticuerpo IgE; por el
contrario, los estudios de Gentile et al. (1999) realizados con anterioridad, apuntan a
una disminucion de IL-10 en los pacientes alérgicos lo que sugiere una disminucion

del patron Th2 en estos individuos.
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Las mayoria de las investigaciones asocian la inmunopatologia del adenovirus
con la produccion de IL-6, TNFa e IL-1 que varian segun la evolucion del cuadro
infeccioso (Ginsberg et al., 1991); otros involucran la participacion de la IL-8 en

respuesta a este agente (Alcorn et al., 2001; Booth et al. 2004; Booth y Metcalf, 1999).

Se encontraron pocos estudios tendientes a caracterizar la respuesta
inmunopatogénica del virus de parinfluenza, este agente ha sido asociado a
procesos inflamatorios de las vias respiratorias mediados por IL-6 e IL-8 en

respuesta a TNFa (Roger et al., 2004).

[.6.2. Respuesta inmunitaria mediada por citoguinas en las infecciones

respiratorias de etiologia bacteriana.

La inmunidad frente a las bacterias estd muy relacionada con el hecho de que
dichas bacterias se repliqguen en los medios intra o extracelulares, por tanto, se debe

hacer una limitacion entre ambos tipos de respuestas.

Las bacterias extracelulares pueden causar enfermedad por dos mecanismos
distintos. El primero es la inflamacion que provoca destruccion de los tejidos en el
sitio de infeccion. Como ejemplo de esto citamos las infecciones supuradas
producidas por Staphylococcus sp. y Streptococcus sp (Abbas et al., 2009).

El segundo mecanismo es la produccién de toxinas con distintos efectos
nocivos. La endotoxina de las bacterias gramnegativas es un potente estimulador de
la produccion de citoquinas y activador de los macréfagos. Muchas exotoxinas son
primariamente citotdxicas, pudiendo destruir por distintos mecanismos a las células a
las que se fijan. Otras interfieren con las funciones celulares esenciales, por ejemplo,
la toxina diftérica inhibe la sintesis proteica bloqueando la funcién del factor de
elongacion 2, necesario para la sintesis de todos los polipéptidos. Otro ejemplo
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serian algunas toxinas clostridiales como las producidas por Inmunidad innata Los
mecanismos fundamentales de la inmunidad innata operantes contra bacterias
extracelulares son la fagocitosis, la respuesta inflamatoria y la activacion del
complemento (Murphy et al., 2010).

Los fagocitos pueden unirse a bacterias extracelulares mediante una serie de
receptores. La resistencia de las bacterias a la fagocitosis y a la digestion dentro de
los macréfagos, es un determinante importante de la patogenicidad y virulencia de
las mismas. La activacion de los fagocitos también provoca la secrecion de
citoquinas proinflamatorias como el TNF-a y las interleuquinas IL-1, IL-6 e IL-8, que
inducen la adhesion de neutréfilos y monocitos al endotelio vascular en el sitio de la
infeccion, seguida por la migracién, acumulacion local y activacion de las células
inflamatorias que eliminan las bacterias. Sin embargo, la produccion de grandes
cantidades de citoquinas puede ser perjudicial y de hecho son responsables de
algunas manifestaciones clinicas de las infecciones por bacterias extracelulares. El
dafio de tejidos normales adyacentes es un efecto colateral de estos mecanismos de
defensa. La consecuencia mas grave inducida por la secrecién descontrolada de
citoquinas, es el shock séptico que puede presentarse con coagulacion intravascular
diseminada, falla multiorganica y muerte, propio de algunas infecciones por bacterias
gramnegativas (desencadenado por el LPS) y grampositivas (donde el peptidoglicano

y los &cidos teicoicos desencadenan efectos similares) (Golsby et al., 2004).

La activacion del complemento en ausencia de anticuerpos, también tiene un rol
importante en la eliminacion de estas bacterias. El peptidoglicano de las paredes
celulares de las bacterias grampositivas y el LPS de las paredes celulares
gramnegativas, activan la via alterna del complemento promoviendo la formacién de
C3 convertasa. Las bacterias que expresan manosa en su superficie, pueden unir
una lectina por la lectina de unidbn a manosa (Mannose-binding lectin, MBL),
homodloga a Clq, que activa el sistema de complemento por la via de las lectinas.
Como resultado de la activacion de este sistema, se genera C3b que opsoniza a las

bacterias y mejora su fagocitosis. Ademas, la activacion de la cascada del
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complemento podria terminar en la formacibn de un complejo de ataque a

membranas que lisa a las bacterias (Murphy et al., 2010).

La inmunidad adaptativa o especifica de las bacterias extacelulares y esta
mediada principalmente por la inmunidad humoral. Los polisacaridos de las paredes
celulares y de las capsulas de estos microorganismos constituyen uno de los
componentes mas inmunogénicos de las mismas y son el prototipo de antigeno T
independiente. Dichos antigenos estimulan a las células B que generan una
respuesta de inmunoglobulina (Ig) M especifica, aunque también pueden generarse

otros isotipos de inmunoglobulina o anticuerpos (Goldsby et al., 2004).

Probablemente sea la liberacion de citoquinas la que promueva el cambio de

isotipos de cadena pesada de los anticuerpos o inmunoglobulinas.

Los anticuerpos producidos contra los antigenos de superficie (polisacaridicos o
proteicos) y las toxinas bacterianas, estimulan tres tipos de mecanismos efectores:
Uno mediado por IgG en la cual estas opsonizan a las bacterias favoreciendo la

fagocitosis; éstas se unen a los receptores Fc y presentes en los monocitos, los

macréfagos y los neutréfilos. Otro mediado por IgG e IgM, donde estas neutralizan
las toxinas bacterianas impidiendo que se unan a sus células blanco, promoviendo
su fagocitosis. Por ejemplo, la inmunizacion pasiva con anticuerpos dirigidos contra
la toxina teténica, es un tratamiento que podria salvar la vida del paciente en una
infeccion aguda por Clostridium tetani. En la mucosa respiratoria y gastrointestinal, la
IgA secretoria tiene un rol importante en la neutralizacibn de toxinas y en la
prevencion de la colonizacion de dichos tejidos. Y un udltimo mecanismo mediado
tanto por IgM como por 1gG, en la cual ambos anticuerpos activan el sistema del
complemento, que conducen a la formacion, en la superficie bacteriana, de un
complejo de atague a la membrana (CAM), cuya funcién litica es importante sélo

para eliminar algunos microorganismos (Abbas et al., 2009).
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La principal respuesta de las células T frente a las bacterias extracelulares, esta
mediada por los linfocitos TCD4+ que fueron activados por los antigenos bacterianos,
presentados por moléculas MHC-II. Estos linfocitos actuaran como células T helper
secretando citoquinas que estimulan la produccién de anticuerpos especificos y

activando las funciones fagociticas y microbicidas de los macrofagos (Parham, 2006).

Algunas toxinas bacterianas (ej. superantigenos) pueden estimular
inespecificamente a las células T, en consecuencia se liberan grandes cantidades de
citoquinas y mediadores inflamatorios que finalizan con la produccion del sindrome
de shock toxico; ejemplo de estos superantigenos son la toxina del sindrome del
shock toxico por Staphylococcus aureus (toxina del sindrome del shock téxico,

TSST) y la exotoxina pirébgena de Streptococcus pyogenes (Murphy et al., 2010).

La inflamacién aguda y el shock (tbéxico o séptico) son dos consecuencias
nocivas de la defensa contra las bacterias extracelulares. Una complicacion tardia de
las respuestas humorales frente a infecciones bacterianas, puede ser debida a la
produccién de anticuerpos productores de enfermedad. Son ejemplos conocidos de
este fenomeno las enfermedades postestreptococcicas, que pueden darse como
secuelas de infecciones producidas por Streptococcus pyogenes (fiebre reumética y

glomerulonefritis difusa aguda) (Abbas et al., 2009).

La inmunidad frente a bacterias intracelulares que son aquellas capaces de
sobrevivir y replicarse dentro de células del huésped, como las bacterias
Mycobacterium y Listeria monocytogenes, que sobreviven y se multiplican aun dentro
de los fagocitos; tiene una caracteristica particular, y es que como estas bacterias
estan en un nicho inaccesible a los anticuerpos circulantes, su eliminacion requiere
mecanismos inmunoldgicos distintos a los ya vistos para las bacterias extracelulares

(Parham, 2006).

La inmunidad innata frente a estas bacterias intracelulares involucra la

participacion de mecanismos como la fagocitosis y la accién de células NK. Sin
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embargo, las bacterias intracelulares son resistentes a la degradacién dentro de los
fagocitos mononucleares. Dicha resistencia contribuye en gran medida a que algunos
patdgenos intracelulares como Mycobacterium tuberculosis sean capaces de
permanecer por largos periodos en el huésped, recidivar luego de curas aparentes y

establecer infecciones cronicas de dificil erradicacion (Murphy et al., 2010).

Por otro lado, las bacterias intracelulares inducen la activacién de células NK,
ya sea directamente o mediante la produccion de citoquinas (especificamente IL-12)
derivadas de macréfagos. Las células NK activadas IFN-y, que es a su vez un
potente activador de los macréfagos, mejorando su capacidad fagocitica y
microbicida (Abbas et al., 2009).

Este proceso podra retrasar el crecimiento de la bacteria; sin embargo, la
resolucién definitiva de la infeccion requiere de la inmunidad adaptativa. En tal
sentido, se considera que las células NK son las células claves para la contencion de
las bacterias intracelulares mientras se desarrolla la inmunidad adaptativa (Parslow et

al., 2002).

Por su parte, la principal respuesta adaptativa contra las bacterias intracelulares
es la inmunidad mediada por células. Muchos antigenos proteicos de estas bacterias
estimulan las respuestas de células T CD4+ y CD8+ y ambos tipos celulares
contribuyen al desarrollo de inmunidad protectora contra las bacterias intracelulares.

Una funcion efectora central para eliminar estos microorganismos es mediada por

macréfagos activados por citoquinas (particularmente IFN-y), derivadas de células

Thl activadas. Por otro lado, las células T CD8+ activadas pueden actuar como
linfocitos citotdxicos sobre células infectadas, que presentan antigenos bacterianos
en el contexto de MHC clase | (Murphy et al., 2010).

Las diferencias en el tipo de respuesta mediada por células T, puede explicar

las distintas manifestaciones clinicas que determina la infeccion por un
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microorganismo en individuos diferentes. En algunas situaciones, esto se ha
explicado por el entorno de citoquinas secretadas en el transcurso de la respuesta,
que determina la expansion de un grupo de células Thl o Th2, que inducen
mecanismos efectores distintos. Mientras una respuesta de tipo 1 favorece la
inmunidad celular y determina niveles bajos de anticuerpos, una respuesta de tipo 2

determinara lo contrario (altos titulos de anticuerpos y baja inmunidad celular).

Por otro lado, como ya se menciond, estas bacterias han desarrollado
mecanismos que las hacen resistentes a la fagocitosis y que persisten por largos
periodos aun en individuos con inmunidad celular efectiva. Dicha persistencia genera
una estimulacién antigénica crénica, que puede conducir a la formacion de
colecciones locales de macréfagos activados (granulomas) que rodean los
microorganismos impidiendo su diseminacion. La inflamacién granulomatosa es una
caracteristica histolégica propia de muchas infecciones producidas por micobacterias
y que se asocia con necrosis Yy fibrosis, conduciendo a lesiones funcionales severas.
Asi, la respuesta inmunitaria del huésped es la causa principal de la lesién tisular y la
enfermedad en muchas infecciones por bacterias intracelulares como las

micobacterias (Parslow et al., 2002).

La inmunidad montada frente a este tipo de infecciones puede variar entre los
individuos, siendo determinante de la progresion de la enfermedad y del pronéstico

clinico (Campbell y Butcher, 2000, Galucci y Matzinger, 2001, Lipscomb 2002).

[.6.2.1. Inmunidad frente a bacterias en pacientes asmaticos.

Existen fuertes evidencias que sostienen el criterio de que los procesos
bacterianos no inducen a crisis de asma bronquial. Uno de ellos se basa en que, el
uso de antibidticos no se ha visto que ejerza algun cambio en la evolucion de las
crisis de asma y el segundo argumento consiste en que no se han asociado los

episodios de sibilancia con infeccion por algin patégeno demostrado. Sin embargo,

40



Introduccion

esto se contradice con los resultados encontrados por Korppi et al. (2009), donde en
un estudio de pacientes asmaticos en crisis con evidencia de componente infeccioso,
se demostrd que el 63 % de ellos tenian infeccién bacteriana, las mas frecuentes
fueron: Haemophilus influenzae (34 %) y Clamidia (28 %). No obstante, ante estas
contradictorias evidencias no se puede dudar que frente a pacientes asmaticos de
una mala evolucién por periodos prolongados, con uso frecuente y a altas dosis de
esteroides, las infecciones bacterianas pudieran encontrar un medio propicio para
desarrollarse. Quedaria por ver si desempefian un papel directo o indirecto en el

agravamiento de la inflamacion existente en el asma bronquial (Kraft, 2000).

De lo anterior se deduce que los estudios sobre la respuesta sistémica
inflamatoria e inmunitaria inducida por virus y/o por bacterias en pacientes asmaticos

y no asmaticos con IRA son poco concluyentes.

I.7. Aspecto patogénicos de la respuesta celular en las infecciones virales.

La relacion entre los cuadros respiratorios producidos por VSR vy la severidad
de la infeccion observada en pacientes hospitalizados por bronquiolitis inducida por
VSR arrojo un cociente IL-4/IFN-y en CMSP mayor en lactantes con formas graves
de la enfermedad frente a un grupo control con formas leves de bronquiolitis (Aberle et
al., 1999). Otros autores han observado que los lactantes con formas graves de
bronquiolitis desarrollan una respuesta Th1-Th2 més equilibrada, que no difiere de la
observada en lactantes con infeccién del tracto respiratorio superior Unicamente,
mientras que aquellos con formas leves de bronquiolitis parecian tener una respuesta
predominante Thl (Garofalo et al., 2001), en este mismo estudio se comparé muestras
de lavados nasales de una cohorte seleccionada de infantes con bronquiolitis, frente
a infeccion del tracto respiratorio superior diagnosticados con VSR, se obtuvo que el

cociente IL-4/IFN-y fue significativamente mayor en muestras nasofaringeas de
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lactantes con bronquiolitis por VSR frente al grupo con infeccion del tracto

respiratorio superior (ITRS).

Las concentraciones de IFN-y e IL-18 en CMSP fueron significativamente
menores en el grupo de pacientes con bronquiolitis independientemente de la edad
(Legg et al., 2003). Se ha observado también una activacion de mastocitos y
eosinofilos, y de IgE debido a una desviacion persistente hacia una respuesta Th2 en
nifios con bronquiolitis (Welliver y Duffy, 1993). Algunos estudios en secrecion nasal de
nifios con VSR, ya habian sugerido que tanto los neutréfilos como los eosindfilos
contribuyen al dafio tisular durante la infeccion (Garofalo et al., 1992); y parece ser que
la participacion de estas células en la respiracion del huésped es debido, en parte, a
la secrecion de quimioquinas por las células epiteliales de las vias aéreas, inducida
por los virus (Harrinson et al., 1999). Contrario a lo anterior, Chen et al. (2002) no
encontraron predominancia en la produccion de las citoquinas de la subpoblacion
Th2 en la fase aguda de la bronquiolitis producida por VSR en infantes, pero si
revelan un aumento del IFNy en los pacientes cuando se compararon con los

controles.
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Hipotesis Y Objetivos

Las infecciones del tracto respiratorio constituyen una patologia de elevada
incidencia y de marcada morbilidad e incluso mortalidad. Dentro de este amplio
grupo de enfermedades infecciosas se identifican diferentes sindromes clinicos
identificados en base a distintos criterios entre los que destaca: la localizacion

anatomica preferente del proceso lesivo tisular.

La infeccidn respiratoria no solo constituye un heterogéneo grupo de procesos
patologicos en base a sus sintomas y signos, si no en relacion al agente etiol6gico
microbiolégico.

Por lo tanto, su comprensiéon biolégica exige considerar esta variabilidad, asi

como, la provocada por la condicién del paciente que la sufre.

En el desarrollo patogénico de las infecciones respiratorias, la respuesta
inmunitaria-inflamatoria constituye un elemento esencial. La intensidad y las
caracteristicas de esta respuesta celular y molecular condicionan de forma relevante
el desarrollo de la lesion tisular local y su repercusion sistémica e incluso el propio
pronéstico de la enfermedad. Dentro de esta respuesta inmunitaria las citoquinas son
un grupo de proteinas extremadamente relevantes en la induccion y regulacion de la
respuesta inmunitaria-inflamatoria tanto a nivel sistémico como local del tejido que ha

sufrido la accidn directa del agente etiologico.

Es factible considerar que la diferente expresion clinica de los sindromes
infecciosos respiratorios pueda asociarse a distintos patrones de alteracion en las
citoquinas proinflamatorias y en las implicadas en la regulacién de la infiltracion
tisular. Ademas, las caracteristicas del agente etiolégico virico y bacteriano a través
de sus diferentes interacciones con el huésped, pueden desencadenar distintas
variaciones en la produccion de las citoquinas. De forma simultanea, la capacidad de
respuesta del huésped como la asociada a una predisposicion de respuesta Th2
similar a la encontrada en los asmaticos, pudiera también condicionar las

caracteristicas de la respuesta a la infeccidn respiratoria.
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La comprensibn de los mecanismos bioldgicos subyacentes a la
heterogeneidad clinica y etioldgica de las infecciones respiratorias, podra contribuir al
establecimiento de nuevos racionales para el desarrollo de estrategias preventivas y
terapéuticas que contribuyan a controlar este problema de salud. Ademas, puede
utilizarse como marcador diagndstico de la severidad de la enfermedad. Por otra
parte, conocer en mayor detalle los mecanismos de inmunopatogénesis de algunos
virus e infecciones bacterianas durante las IRA’s, pudiera contribuir a fomentar
esfuerzos para disminuir las infecciones respiratorias de cualquier etiologia en el

pais.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizacién del patron de citoquinas circulantes en pacientes con IRA’s y su

relacion con el agente etioldgico y expresion clinica de la enfermedad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

En una poblacion de pacientes asmaticos y no asmaticos con IRA de vias

respiratorias altas y bajas, y en un grupo control sano de similar edad, se analizé:

1. Las caracteristicas clinicas y etioldgicas de la infeccién respiratoria con

especial énfasis en la comparacién entre pacientes asmaticos y no asmaticos.

2. Los niveles séricos de citoquinas proinflamatorias IL-13 y TNFa, citoquinas
IL-4, IL-5 (Th2) y quimioquinas IL-8, MCP-1y RANTES.

3. Analisis del impacto sobre el sistema inmunitario-inflamatorio de los agentes
etiologicos virales identificados en los pacientes, midiendo el resultado de la
inoculacioén del virus aislado del paciente sobre la produccién in vitro de citoquinas

por células mononucleares cultivadas de sujetos normales.
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Materiales y Métodos

I11.1. Poblacion en estudio.

Se realizé un estudio longitudinal de tipo descriptivo clinico y experimental ex

Vivo e in vitro.

En Venezuela y particularmente en Maracaibo, se desconoce la prevalencia de
casos de infeccion por virus u otros microorganismos en individuos con IRA. Los
pocos reportes existentes son emanados del Boletin Epidemioldgico del Ministerio
de Sanidad y Asistencia Social (1997). Tomando esto como punto de partida, se
recolectaron muestras de pacientes con IRA que acudieron a las diferentes consultas
ambulatorias de algunos centros de salud de la region (Hospital General del Sur “Dr.
Pedro Iturbe”, Policlinica Maracaibo, Clinica Falcon y la Seccion de Virologia del
Instituto de Investigaciones Clinicas “Dr. Américo Negrette” de la Facultad de
Medicina de la Universidad del Zulia). De los 161 pacientes que acudieron en el
término de dos afios transcurrido entre Noviembre de 2007 a Noviembre del 2009, se
recolectaron muestras de 43 pacientes adultos (14 asmaticos y 29 no asmaticos), sin
discriminacion de sexo, en edades comprendidas entre 18 y 65 afios y que

presentaron sintomas compatibles de IRA del tracto respiratorio alto o bajo.

[11.2. Protocolo de seguimiento

A cada paciente susceptible de ser seleccionado, se le realiz6 una historia
clinica y una ficha de recoleccion de datos disefiada para la investigacion de IRA
(anexo 1), siguiendo el formato estandar utilizado en los Servicios de Atencion
Médica venezolanos seleccionados (Hospital General del Sur “Dr. Pedro lturbe”,
Policlinica Maracaibo, Clinica Falcén y la Seccion de Virologia del Instituto de
Investigaciones Clinicas “Dr. Américo Negrette” de la Facultad de Medicina de la
Universidad del Zulia).

Se incluyeron preguntas para evaluar la condicidon asmatica del paciente, y a la

vez, investigar la historia de asma y atopia familiar.
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Para la medicion de las citoquinas séricas, se seleccion6 una poblacion control
constituida por 10 sujetos aparentemente sanos que estuvieran en un rango de edad
similar al grupo de pacientes seleccionados, y que al momento de la toma de la
muestra no hubiesen tenido antecedentes de infeccion respiratoria por los menos
durante las Ultimas 4 semanas. Estos pacientes resultaron negativos a las pruebas

virolégicas y bacteriolégicas realizadas, y no presentaron historia de asma.

La seleccién de los pacientes que constituyeron la muestra se hizo tomando los

siguientes criterios

I11.3. Criterios de Inclusién:

Pacientes adultos con y sin historia familiar de asma (segun los criterios
definidos por el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (NIH, 2007). Los
pacientes debian presentar o no, los sintomas/signos cardinales caracteristicos de
asma: sibilancia, disnea, tos, opresion toraxica, funcién pulmonar con obstruccién del
flujo aéreo reversible. Y se tomaron los criterios diagndsticos utilizados para

pacientes mayores de 5 afios de edad, caracterizados por:

> Tres episodios de sibilancias de al menos 1 dia de duracién y que hayan
afectado al suefio, con aceptable respuesta a tratamiento broncodilatador.

» Sintomas recurrentes o0 continuos relacionados con asma (tos cronica de
predominio nocturno o matutino, sibilancias, disnea nocturna, fatiga o tos con
el ejercicio fisico, el frio o las emociones) en presencia de antecedentes

personales o familiares de atopia.

» Sintomas con el ejercicio fisico. Un episodio de sibilancias con una prueba de
broncodilatacion positiva utilizando el volumen expiratorio forzado en el primer
segundo (FEV1 o Forced Expiratory Volume) para su determinacion (la

negatividad de esta prueba no excluia el diagnéstico del asma).
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Los pacientes debieron presentar sintomas y signos sugestivos de IRA’s del
tracto respiratorio alto o bajo. El diagndstico de IRA se realizé sobre la base de los

criterios que maneja la norma de atencién de personas con IRA caracterizado por:

Rinofaringitis aguda (resfriado comun): congestion nasal y/o coriza hialina,
estornudos, tos, dolor de garganta, cefalea y malestar general, fiebre de mayor o

menor intensidad (Hernandez et al., 2003).

Faringoamigdalitis: dolor de garganta, amigdalas hipertrofiadas de aspecto
exudativo, eritema, cefalea, nauseas, vomitos, adenomegalias dolorosas en el cuello,

lesiones y petequias en el paladar blando (Hernandez et al., 2003).

Otitis media o aguda: Rinitis, tos, astenia, hiperemia/opacidificacion y/o

abombamiento de la membrana timpanica, fiebre y otalgia (Hernandez et al., 2003).

Sinusitis: Rinorrea purulenta y fiebre elevada o sintomas persistentes por mas

de 10 dias, tos seca o expectoracidén nocturna (Hernandez et al., 2003).

Neumonia: rinorrea acinoaladas o no de aleteo post nasal, fiebre, tos
productiva, disnea, dolor toraxico, crepitantes, tiraje intercostal y subcostal,
hipoventilacion o dificultad respiratoria, frecuencia respiratoria elevada, vomitos

(Bantar y Bavestrello, 2002).

Bronquitis: fiebre, tos productiva, estridor inspiratorio, tiraje intercostal, disnea,

cianosis, frecuencia respiratoria aumentada (Vazques, 2006).

Una condicién indispensable durante el curso de estas afecciones respiratorias
fue que los pacientes tuvieran una evolucién de menos de cinco dias desde el inicio
de los sintomas, debido a que después de este tiempo, la probabilidad de detectar
virus por inmunofluorescencia disminuye por la declinacién de la replicacion viral en

el lavado nasofaringeo (LNF) (Chiparelli et al., 1988).
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I11.4. Criterios de Exclusion:

Los pacientes que acudieron a las consultas no debieron estar recibiendo
tratamiento antibidtico y/o esteroideo al momento de la toma de la muestra por lo

menos durante un periodo de 15 dias a un mes antes de la misma.

Se excluyeron del estudio, pacientes que presentaron IRA del tracto respiratorio
bajo y/o alto producida por hongos, con algiun tipo de inmunodeficiencia
diagnosticada. También se excluyeron aquellos pacientes que estuvieran recibiendo
broncodilatadores, medicamentos antiinflamatorios (esteroideos o no) u otras drogas
que interactlen con el sistema inmune en los seis meses previos al estudio, o que
tuvieran alguna enfermedad cronica de prematuridad, displasia broncopulmonar,
fibrosis quistica, reflujo gastroesofagico y anormalidades congénitas del pecho
(Bradley et al., 2005). Ademas, se considerd la historia perinatal, alimentacion,
enfermedad previa e historia familiar de desérdenes atdpicos (asma, eczema y
alergia de categoria no especifica). Enfermedades cardiovasculares (falla cardiaca
congestiva, hipertension no controlada, enfermedad coronaria, arritmia severa;
diabetes mellitus, desdrdenes hematopoyéticos, hepaticos o renales, desordenes
pulmonares diferentes al asma, otras infecciones bacterianas diferentes a las IRA’s,

enfermedades autoinmunes, historia de cancer u otra malignidad y malnutricion.

Los pacientes fueron debidamente notificados acerca del objetivo e
implicaciones de participar en el presente estudio, y todos expresaron el
consentimiento informado de su participacién, de manera voluntaria y por escrito
(anexo 2). Todos los procedimientos realizados en humanos se rigieron por lo
establecido en la Declaracion de Helsinski (Ramiro, 2004), y en el Cbdigo de Bioética
del Fondo Nacional para la Ciencia y la Tecnologia de Venezuela (FONACIT)

(Bricefio et al., 2002).
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I11.5. Recoleccion de las muestras.

[11.5.1. Exudado faringeo, lavado nasofaringeo

A los pacientes incluidos en este estudio se les tomo6 por duplicado, muestras
de exudado faringeo (EF) o LNF en medios especiales para detectar la presencia de

algun agente microbioldgico.

Una de las muestras recolectadas fueron colocadas una en un tubo con medio
de transporte para estudio viroldgico (Hanks suplementado con suero fetal bovino), la
cual se preservd a -70°C hasta su procesamiento (Valdés et al., 2003); y la otra
muestra, se colocé en medio de transporte de Cary and Blair para el analisis
bacteriol6gico (Cantoni et al., 2004), el cual se realiz6 de forma inmediata a la toma de

la muestra.

[11.5.2. Muestras de sangre periférica

Simultaneamente a la toma de las muestras respiratorias, luego de ayuno
nocturno (minimo de 8 horas) y bajo condiciones de asepsia, a cada individuo se le
tomo6 muestra de sangre venosa periférica, mediante venipuntura, constituida por 4
ml de sangre (sin anticoagulante) a partir de la cual se obtuvo el suero para la
determinacién de la citoquinas. Una vez separado el suero, las muestras fueron

alicuotadas y almacenadas a -70 °C, hasta el momento de su procesamiento.
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[11.6. Procedimientos experimentales.

[11.6.1. Analisis viroldgico.

Las muestras de LNF y EF se trataron previamente con una mezcla de
antibiotico/antimicético (1000 U/ml de penicilina, 500pg/ml de estreptomicina y 4pg/ml
de anfotericina B). Posteriormente, se centrifugaron en frio durante 15 min a 1500 xg.

El sobrenadante fue utilizado para el analisis viral en cultivo celular (valero et al., 2005).

[11.6.1.1. Aislamiento viral e identificacion por Inmunfluorescencia directa en

cultivo de células HEP-2

Para el aislamiento e identificacion viral se inocularon por duplicado 200ul de
sobrenadante de las muestras obtenidas después de la sonicacién, en cultivos de
células HEP-2 (linea celular de carcinoma laringeo humano-protocolo 520-I)
procedentes del INH (Instituto Nacional de Higiene). Estos cultivos permiten el
crecimiento de virus respiratorios, y se utiliza preferentemente esta linea celular
debido a su alta sensibilidad (Mufioz et al., 2008; Falsey et al., 2002). Después de una
hora de adsorcion, se agregaron 300ul de medio de cultivo MEM (Eagle’s Minimum
Essential Medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y con
antibiético-antimicotico a las concentraciones descritas. Los cultivos se colocaron a
37°C en atmésfera de 5% de CO,. Cuando el efecto citopatico fue evidente (96 — 120
horas), se retir6 el sobrenadante del cultivo y se tomaron las células para la
identificacion viral. ElI sobrenadante se guarddé a -70°C para pases sucesivos. Se
utilizaron dos controles internos en cada placa, uno positivo (cepas de VSR,
parainfluenza, influenza y adenovirus conocidas), y el negativo que sélo contenia

medio de cultivo MEM, para la comparacion de cambios morfoldgicos.

La deteccion e identificacion de cada uno de los virus se hizo por la técnica de

inmunofluorescencia directa (IFD). Se investigo la presencia de VSR, adenovirus,
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parainfluenza 1, 2 y 3 e influenza A y B (Light Diagnostics™ SimulFluor® Respiratory
Screen Kit, Chemicon Internacional Temecula, CA. USA). Este kit contiene dos
componentes los cuales se unieron al antigeno virico apropiado en la muestra. El
componente primario conjugado con isotiocianato de fluoresceina se unié a las
células infectadas por adenovirus, influenza A, influenza B y parainfluenza 1, 2 y 3
mostrando una fluorescencia color verde manzana brillante y el secundario
conjugado con rodamina, se unid al VSR coloreando las células de amarillo oro,
permitiendo la discriminacion del VSR de otros virus respiratorios. Las células no
infectadas se observaron de color rojo palido debido a la presencia del colorante azul

de Evans como contraste.

La visualizacién exhaustiva del patron de cambios morfolégicos se realizd

segun las siguientes especificaciones:

e VSR: La fluorescencia es amarillo dorado, citoplasmatica y asociada a
sincitios. La tincién citoplasmatica es a menudo punteada con inclusiones

pequenas.

e Adenovirus: La fluorescencia es verde manzana brillante, nuclear,
citoplasmatica o ambas. La tincidon nuclear es uniformemente brillante, la

citoplasmatica es a menudo punteada.

e Parainfluenza 1, 2 y 3: La fluorescencia es verde manzana brillante,
confinada al citoplasma, es a menudo punteada con inclusiones irregulares

finas.
e Influenza A y B: La fluorescencia es verde manzana brillante, nuclear,

citoplasmatica o ambas. La tincidn nuclear es uniformemente brillante, la

citoplasmatica es a menudo punteada con inclusiones grandes.
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Se determiné una reaccién de tincion positiva para cualquiera de los virus por la
presencia de al menos 2 células intactas que presentaron fluorescencia especifica.
Un resultado negativo estuvo indicado por la ausencia de fluorescencia en un
muestreo minimo de 20 células epiteliales. Se utiliz6 para la visualizacion de las
células fluorescentes un microscopio invertido con un sistema de epifluorescencia

(Zeiss modelo 872E, Alemania).

El kit con el cual se realizaron las determinaciones, incluyeron 2 laminas control,
uno positivo que contenia células epiteliales humanas infectada con cada virus y un
control negativo de células epiteliales humanas, ambos fijados con acetona (Light
Diagnostics™ Simulfluor ® Respiratory Screen Kit, CHEMICON Internacional, USA).
Esta técnica es muy sensible (97,8%) especifica y rapida para la determinacion

simultanea de los virus respiratorios (Marie y Ferguson, 2000).
El procedimiento fue el siguiente:

1. Se fijaron las suspensiones celulares con acetona fria (4°C) durante 5 minutos
y fueron almacenadas por no mas de una semana a — 20°C.

2. Se descongelaron y se permiti6 tomar temperatura ambiente a todos los
portaobjetos con las muestras y a los reactivos.

3. Se agregaron 50 pl del anticuerpo monoclonal (DFA reagent). Posteriormente,
se incubaron por 30 minutos a 37°C en camara humeda.

4. Luego se procedi6 a realizar un lavdo de la muestra usando PBS-tween 20. Se
dej6 secar y se agreg6 el liquido de montaje, para proceder a examinar las
muestras utilizando un microscopio de inmunofluorescencia (Carl Zeiss,

Alemania) con objetivo de 40x con filtro azul (450 y 490 nm).
[11.6.2. Cultivo de células mononucleares de sangre periférica (CMSP).

Con el fin de analizar el efecto inmunomodulador de los agentes etiologicos

virales identificados en los pacientes, se midi6 el efecto de la inoculacion viral sobre
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la produccioén in vitro de citoquinas por células mononucleares de sujetos normales

cultivadas.

Para ello, se utilizaron células mononucleares de sangre periférica y se
midieron las concentraciones de citoquinas proinflamatorias (IL-1p, TNFa), citoquinas
de la subpoblacién Th2 (IL-4 e IL-5), y quimioquinas (IL-8, MCP-1 y RANTES)
producidas por estas células, cuando fueron infectadas por VSR, parainfluenza y

adenovirus aislados de los pacientes.

Las células mononucleares de sangre periférica se aislaron a partir de la sangre
completa de donantes voluntarios aparentemente sanos. Para ello se utilizé
centrifugacion diferencial y formacion de gradientes de densidad sobre una solucion
de Histopaque 1077® (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) (Boyum 1968; Katial et al.,
1998).

Se verifico la viabilidad celular con la coloracion supravital de azul tripan y se
ajusto la concentracion a 2x10° cel/ml. Las células mononucleares se resuspendieron
en medio RPMI 1640, suplementado con 10% de suero fetal bovino y con antibiotico-
antimicotico a las concentraciones anteriormente descritas. Las muestras de
suspension celular se sembraron en platos de cultivo de veinticuatro pozos de fondo
plano con un diametro de 16 mm y se incubaron por 3 horas a 37°C en atmésfera de
5% de CO,, para permitir la adherencia de los monocitos al fondo de la placa.

Las células no adherentes fueron removidas por lavados con medio de cultivo.
Se estimé una poblacién de monocitos de aproximadamente 3x10° cel/pozo (Pefia et
al., 2007), los cuales fueron infectados con 4x10* Unidades formadoras de placa por
mililitro (UFP/ml) de VSR, parainfluenza, influenza y adenovirus aislados en células
HEP-2 (Arnold, 2005) Esta fue calculada para producir una multiplicidad de infeccion
de 1 (MOI:1), asumiendo que todas las células del cultivo podrian ser blanco para los

virus mencionados. En el sobrenadante de estos cultivos de monocitos se
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determinaron IL-1p, TNFa, IL-4, IL-5, IL-8, RANTES y MCP-1 a las 24 horas de post

infeccion (pi).

Utilizando la técnica de IFD descrita anteriormente se confirmo la infeccion viral

de los monocitos.

[11.6.3. Determinacion de proteinas.

La determinacion de las proteinas por el método de Bradford (Bio-Rad Protein
Assay), basado en la unién del colorante Comassie Blue G-250 a las proteinas. Las
proteinas fueron medidas en los monocitos que quedaron adheridos en el fondo de la
placa, los cuales fueron sometidos a un proceso de sonicacion. El calculo de la
concentracion se determind a través de una curva de regresion lineal de densidad
Optica vs concentracion que se obtuvo con estandares de concentraciones conocidas
de albumina y que se incluyeron simultdneamente al procesamiento de las muestras.

Los resultados se leyeron a 595 nm y fueron expresados en mg.

[11.6.4. Analisis bacterioldgico.

Para el diagnéstico de bacterias presentes en el LNF y EF las muestras se
cultivaron en agar McConkey, agar sangre carnero con kanamicina y agar Gelosa
Chocolate (GC). Se incubaron de 14 a 48 horas a 37°C en condiciones aerobicas,
microaerobicas y anaerébicas. Las especies bacterianas fueron identificadas segun

técnicas bacteriol6gicas convencionales (Koneman et al., 1999, Finegold et al., 1998).
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[11.6.5. Cuantificacion de citoquinas: IL-1B, TNFa, IL-4, IL-5, IL-8, MCP-1 y
RANTES.

La concentracion de las citoquinas (IL-4, IL-5, TNFa, IL-1p, IL-8, MCP-1 vy
RANTES), fueron determinadas por triplicado en el suero de 39 de los pacientes (por
razones de disponibilidad de reactivos), asi como en el sobrenadante de los cultivos
de monocitos, utilizando la técnica de Inmunoensayo enzimatico (ELISA)
proporcionada por diferentes casas comerciales: TNFa, IL-4 e IL-5 (DIACLONE,
Fleming, Francia), IL-18, RANTES (ALPCO Diagnostics, New York, USA), IL-8 (R &
D System Minneapolis, USA), y MCP-1 (Endogen®, Chicago, USA).

La técnica consistié6 en un ensayo cuantitativo de ELISA tipo sandwich, en la
cual se hizo reaccionar la muestra con un anticuerpo monoclonal de captura fijado a
una fase sdlida, especifico para la citoquina, sobre la cual se adicion6 un anticuerpo
monoclonal secundario biotinilado contra la citoquina. Luego de un periodo de
incubacion y posterior a una fase de lavado, se le agregd un complejo streptavidina-
peroxidasa que se unié al anticuerpo biotinilado. Posterior al periodo de incubacion y
lavado, se agregd un sustrato de tetrametilbencidina (TMB). La reaccion enzima-
sustrato se evidencié por el desarrollo de un color cuya intensidad fue directamente
proporcional a la concentracion de la citoquina presente en la muestra. El calculo de
la concentracion se determiné a través de una curva de regresion lineal de densidad
Optica vs. Concentracion que se obtuvo con estdndares de concentraciones
conocidas y que se incluyeron simultaneo al procesamiento de las muestras. Los
resultados se leyeron a 450 nm y fueron expresados en pg/ml para suero y pg/mg de

proteina en cultivos de mononucleares.
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[11.6.6. Analisis de rutinay pruebas adicionales.

Frotis de sangre periférica para férmula leucocitaria y recuento leucocitario.
Examen de heces para determinar parasitosis en aquellos pacientes que presentaron

eosinofilia sanguinea.

Espirometria para suficiencia respiratoria y Rx de térax (en caso de infecciones
del tracto respiratorio inferior). En algunos casos se realizd6 Rx de senos

paranasales.

Se determinaron concentraciones séricas de IgE total (para discriminar entre los
pacientes atépicos y no atdpicos, conjuntamente con la eosinofilia, historia familiar y
examen fisico del paciente). Para este ensayo se utiliz6 el método de ELISA tipo
sandwich (CALBIOTECH INC. CBI. Spring, C.A). Las muestras de suero fueron
colocadas en pozos recubiertos con anticuerpo de captura (anti-IgE). La IgE presente
en el suero de los pacientes queda adherida al anticuerpo. Luego de la incubacién a
37°C, se lavaron, y se afiadi6 el conjugado anti-IgE HRP (conjugado con horseradish
peroxidase). Luego se adiciondé el substrato, desarrollandose un color cuya
intensidad es proporcional a la concentracion de IgE en las muestras. Estas fueron
leidas a 450 nm. Por medio de una curva estandar se obtuvo la concentracién en
ul/ml.

Se realizaran examenes especiales para determinar concentraciones séricas de
anti IgG contra bacterias atipicas Legionella pneumophilla, Coxiella burnetti,
Chlamydia trachomatis, Chlamydophila pneumoniae y Micoplasma pneumoniae. La
determinacién de IgG se realizé por Inmunfluorescencia Indirecta, la misma se basé
en la reaccién de anticuerpos IgG anti-bacterianos que se unen a antigenos gque se
encuentran en la superfice del potaobjetos, las inmunoglobulinas no unidas son
eliminadas en el proceso de lavado. ElI complejo antigeno-anticuerpo es revelado
mediante una anti-lgG humana marcada con isotiocianato de fluoresceina. La

reaccion positiva se eivdenci6 mediante un color verda manzana nuclear y
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citoplasmatico de un 20 a 25% de las células, mientras que una reaccion negativa,
las células se observaron de colo rojo (Pneumoslide IgG, VIRCELL, SL, Granda.

Espaiia).

I11.7. Andlisis estadistico.

Los datos cuantitativos para citoquinas fueron expresados como promedio +

desviacion estandar (¥ + DS), y se ordenaron y analizaron utilizando el programa
GraphPad Prism 5,0 (San Diego, CA. USA). Las diferencias entre los diferentes
grupos fueron determinadas por Analisis de Varianza (ANOVA) utilizando la post-
prueba de Bonferroni’s. Las variables cualitativas fueron expresadas en porcentaje
(%) y valores absolutos, y analizadas por Ji? utilizando un test exacto de Fisher's
para la asociacion. Para establecer correlacion entre variables, se realiz6 analisis de
correlacion de Pearson’s. Se utilizé un coeficiente de confianza de 95%, y se

consider6 una p< 0,05 como estadisticamente significativa.
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Resultados

De todos los pacientes (n=161) que acudieron a las diferentes consultas por
presentar sintomas sugestivos de IRA’s, sélo 43 pacientes (27%) cumplieron con los
criterios de IRA, los de inclusion y no presentaban alguno de los de exclusion
exigidos en el presente trabajo. Asi, fue sobre la base de estos 43 pacientes que se
realizd el diagndéstico viral/bacterioldgico y el perfil de citoquinas que sirvid para

evaluar la respuesta inmunolégica-inflamatoria en pacientes asmaticos con IRA.

IV.1. Formas clinicas de IRA, agente etiolégico y asma en los
pacientes evaluados.

IV.1.1. Frecuencia de IRA’s o formas clinicas de la infeccion.

La forma clinica de la IRA mas frecuente encontrada en los pacientes
evaluados, fue la neumonia con el 46,51% (20/43), seguida de bronquitis con un
32,56% (14/43); el resto de los casos denominados como “otros”, estuvo constituido
por: amigdalitis, laringotraqueitis, faringitis y rinitis constituyeron el 20,93% (9/43)
(Figura 1).
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Figura 1. Frecuencia de IRA’s en pacientes asmaticos
y no asméticos (neumonia n=20, bronquitis n=14, otros n=9) (n=43)
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IV.1.2. Frecuencia de agentes etioldgicos

Los agentes etiologicos responsables de las IRA’s en nuestro estudio fueron
clasificados como: infecciones virales, bacterianas y mixtas (infeccion viral més
bacteriana). Los agentes etioldgicos aislados con mayor frecuencia fueron los virus,
los cuales constituyeron el 53,49% del total de agentes infecciosos (23/43), seguido
por las infecciones mixtas con 27,91% (12/43); y el ultimo lugar fue ocupado por las
infecciones bacterianas (18,60%; 8/43) (Figura 2).

60 - m|Viral
W Bacteriana
,__50 | OMixta
=40 -
2
©
= 30 A
o
£ 20 1
o
10 A /
0 T T

Viral Bacteriana Mixta

Figura 2. Frecuencia de IRA’s segln
agente etioldgico (viral n=23, bacteriano n=8, mixto n=12) (n=43)

IV.1.2.1. Frecuencia de agentes virales en las muestras de los pacientes
evaluados

Los virus identificados en las muestras de los pacientes fueron: VSR,
parainfluenza, adenovirus e influenza. Debido al pequefio nimero de muestras
utilizadas para el presente estudio, se calculo el porcentaje ocupado por cada virus
tomando en conjunto los virus involucrados tanto en la infeccion viral pura como en
las coinfecciones; es decir, que se tomé para este calculo el 81,4% (35/43). Se

objetivd que el VSR constituyé el 37,21% (16/43), seguido por adenovirus con
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23,26% (10/43), parainfluenza con 18,60% (8/43); y por ultimo, el virus de la

influenza con apenas 1 caso representando el 2,33% (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de agentes virales en el grupo total de pacientes
tanto asmaticos como no asmaticos con IRA’s virales y mixtas (n=43)

IV.1.2.2. Frecuencia de infecciones bacterianas en las muestras de los

pacientes evaluados

También se calcul6 el porcentaje de agentes bacterianos aislados tanto en las
infecciones bacterianas como en las mixtas; es decir, en el 46,54% (20/43) de los
pacientes. Los agentes bacterianos aislados mas frecuentemente fueron
Streptococos pneumoniae (20,93%; 9/43), Escherichia coli (6,98%; 3/43); Klebsiella
pneumoniae (4,65%; 2/43); Pseudomona aeruginosa (2,33%,; 1/43), Staphylococcus
aureus (2,33%; 1/43), Streptococcus beta hemolitico del grupo A (2,33%; 1/43),
Serratia marcenses (2,33%; 1/43), bacteria no fermentadora de la glucosa (2,33%;
1/43), y 1 caso de Legionella pneumophila (2,33%; 1/43).
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IV.1.3. Agentes infecciosos segun tipo de IRA

Al discriminar el tipo de agente causal en los pacientes con neumonia,
bronquitis y otros, se objetivd que los pacientes con nheumonia presentaron un mayor
porcentaje 30,23% (13/43) de infeccion viral, seguido por un 11,63% (5/43) de
infeccion mixta; y por ultimo, 9,3% (4/43) con infeccion bacteriana. Los pacientes con
bronquitis tuvieron el mismo porcentaje de infeccion viral y mixta; es decir, 11,63%
(5/43) para cada una, seguido por un 4,65% (2/43) de infecciones bacterianas. El
grupo de pacientes clasificados como “otros” igual que los pacientes con neumonia,
mostraron a las infecciones virales como principales agentes causales de este tipo
de IRA con un 11,63% (5/43), seguido por infecciones bacterianas con un 4,65%
(2/43), y por ultimo las infecciones mixtas con un 2,33% (1/43) (Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de pacientes con IRA’s (neumonia, bronquitis y otros),
segun agente etiolégico (n=43)

IV.1.3.1. Tipo de agente viral en pacientes con diferentes tipos de IRA’s
En los pacientes con neumonia el VSR fue el virus aislado con mayor

frecuencia con un 23,26% (10/43 casos), seguido por un parainfluenza con 18,60%

(8/43), y adenovirus (2,3%; 1/43). En los pacientes con bronquitis el adenovirus fue
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quien ocupod el primer lugar con un 16,28% (7/43), seguida por VSR (6,98%, 3/43.
Por ultimo, en los pacientes con las IRA’s “otros” el VSR también ocupd el primer
lugar de frecuencia con un 6,98% (3/43), seguido por adenovirus (4,65%, 2/43) y
virus de la influenza (2,33%, 1/43).

IV.1.3.2. Agentes bacterianos en pacientes con diferentes tipos de IRA’s

Los pacientes con neumonia presentaron una distribucion de microorganismos
bacterianos como se indica a continuacion: Streptococcus pneumoniae (3/43;
6,98%), Escherichia coli (2/43, 4,65%), Klebsiella pneumoniae (2/43; 4,65%),
Streptococcus beta hemoliticos (1/43, 2,33%), Serratia marcenses (1/43; 2,33%),
bacterias no fermentadoras de la glucosa (1/43; 2,33%). En los pacientes con
bronquitis el Streptococcus pneumoniae también ocupd el primer lugar (6/43;
13,95%), seguido por Legionella (1/43; 2,33%). En el grupo de pacientes con la IRA
clasificada como “otros” se aislaron pocos agentes, y entre ellos se describen a la
Pseudomona aeruginosa (1/43; 2,33%), Escherichia coli (1/43; 2,33%) vy
Staphylococcus aureus (1/43; 2,33%).

IV.1.4. Porcentaje de pacientes asmaticos y no asmaticos.
En los 43 pacientes evaluados se encontré que el 67,44% (29/43 casos) estuvo

constituido por no asmaticos, mientras que el 32,56% (14/43 casos) presentaron
asma al momento del estudio y/o historia de padecer esta enfermedad (Figura 5).
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Figura 5. Frecuencia de pacientes con IRA no asmaticos (n=29) y

y asmaticos (n=14)

IV.1.4.1. Distribucion de IRA’s segun condicidon de asmaticos.

En los tres grupos de pacientes con IRA tipo neumonia, bronquitis y otros, el

mayor porcentaje de casos estuvo constituido por pacientes no asmaticos (Figura 6).
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Figura 6. Frecuencia de asma en pacientes con IRA’s
(neumonia n=20, bronquitis n=14, otros n=9) (n=43)
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Los pacientes no asmaticos con neumonia representaron el 27,90% (12/43),
con bronquitis el 25,26% (10/43) y los otros tipos de IRA constituyeron el 13,95%
(6/43); mientras que los pacientes asmaticos con neumonia representaron el 18,60%
(8/43), con bronquitis el 9,3% (4/43) y con otras infecciones el 6,96% (3/43). No se
observaron diferencias significativas (p> 0,05) entre pacientes asmaticos y no

asmaticos con neumonia o bronquitis.

Sin embargo, el andlisis estadistico realizado para visualizar si existian
diferencias entre los tipos de IRA’s dentro de cada grupo de los pacientes que
presentaban 0 no asma; se objetivd que en el grupo de no asmaticos solamente
hubo diferencias significtivas (p<0,01), igual diferencia estadistica se observo entre

los pacientes con neumonia y “otros” (Figura 7).

W Heumonia

NO asmétiCOS Asmatlcos B Bronquitis

B Neumonia
u Otros

@ Bronquitis
@ Otros

18,60%

Figura 7. Frecuencia de tipo de IRA’s en pacientes asmaticos (neumonia n=8, bronquitis
n=4, otros n=3), y no asmaticos (neumonia n=12, bronquitis n=10, otros n=6) (n=43)

IV.1.4.2. Tipo de agente etioldégico en pacientes asméaticos y no asmaticos.

Cuando se evalud la frecuencia de asma en cada uno de los grupos de
pacientes atendiendo al tipo de infeccion que presentaron, se observé que en los
pacientes con infeccion bacteriana el grupo de asmaticos es mas alta que los no

asmaticos (11,63%, 5/43 vs 6,97%; 3/43). Los pacientes con infeccion viral
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presentaron mayor frecuencia (p<0,0001) de pacientes no asmaticos (41,86%; 18/43)
gue asmaticos (11,63%; 5/43), en los pacientes con infeccion mixta el porcentaje de

no asmaticos fue de 18,60% (8/43) y el de asmaticos 9,3% (4/43) (Figura 8).

ONo asmaticos

BAsmaticos

Viral Bacteriana Mixto

Figura 8. Porcentaje de pacientes con infeccion viral, bacteriana
0 mixta segun su condicion de asmaticos (n=43)

IV.1.4.2.1. Agentes virales segln condicion de asmaticos

La frecuencia de agentes virales considerando la condicion de asmaticos
identificados en las muestras de pacientes con infeccion viral y mixta (81,4%,
n=35) estuvo constituido por un 23,26% (10/43) VSR; 20,93% (9/43) adenovirus,
13,95% (6/43) parainfluenza y 2,33% (1/43) virus de la influenza en pacientes no

asmaticos. Y 13,95% (6/43) VSR; 4,65% (2/43) de parainfluenza y 2,33% (1/43)
adenovirus en pacientes asmaticos.
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IV.1.4.2.2. Agentes bacterianos segun condicion de asmaticos

Discriminando el tipo de infecciébn bacteriana entre pacientes asmaticos y no
asmaticos conseguimos que en esta misma poblacion los pacientes asmaticos
presentaron: 6,98% (3/43) casos con Streptococcus pneumoniae, 4,65% (2/43) casos
de Klebsiella pneumoniae; y el resto fueron casos de Pseudomona aeruginosa
(2,33%, 1/43), Escherichia coli (1/43; 2,33%), Bacterias no fermentadoras de la
glucosa (2,33%, 1/43) y Legionella pneumophila (2,33%, 1/43). En la poblacion de no
asmaticos se encontraron 13,95% de Streptococcus pneumoniae (6/43); Escherichia
coli (2/43; 4,65%), y el resto fueron casos Unicos de Serratia marcenses (2,33%,
1/43); 1 caso de bacteria no fermentadora de la glucosa (2,33%, 1/43) y
Staphylococcus aureus (2,33%, 1/43).

IV.2. Perfil de citoquinas en pacientes asmaticos y no asmaticos

con IRA de etiologia viral y/o bacteriana.

Debido a razones de indole econOmica atribuidas principalmente a la
disponibilidad de reactivos en el laboratorio, no pudo efectuarse la cuantificacion de
citoquinas en el suero de todos los pacientes incluidos en el estudio. Dada la menor
representacion relativa de los pacientes asmaticos, se incluyeron a los 14 que
presentaban este criterio de estratificacion, y de los 29 restantes, se excluyeron 4 al

azar. Ademas, se incluyeron para el ensayo, a 10 controles sanos (n=49).

En el presente estudio, se evaluaron en los pacientes los niveles circulantes de
IL-18 y TNFa como representantes de las denominadas citoquinas proinflamatorias;
las citoquinas IL-4 e IL-5 del patrén Th2; y a las quimioquinas IL-8, MCP-1 y
RANTES, implicadas en la regulacion de la infiltracion leucocitaria tisular inflamatoria.

Se estudi6 esta respuesta sistémica a la infeccidn respiratoria considerando el
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agente etiologico implicado, la presencia o no de asma en los pacientes evaluados y

el tipo de IRA que presentaron los pacientes.

IV.2.1. Concentracion sérica de citoquinas proinflamatorias IL-1p y TNFa.

IV.2.1.1. Citoquinas proinflamatorias segun tipo de IRA

Las cifras circulantes de IL-1p y TNFa fueron diferentes entre los pacientes con
diferentes tipos de IRA cuando fueron comparados con el grupo control sano; pero
no hubo diferencias significativas entre las concentraciones séricas de estas dos
citoquinas entre los pacientes con neumonia, bronquitis y otros. Asi, se objetivé una
concentracion sérica de IL-13 (heumonia: 16,88 + 4,17 pg/ml; bronquitis: 16,28 + 3,77
pg/ml, y otros: 17,05 + 3,09 pg/ml) y TNFoa (neumonia: 78,67 + 22,26 pg/mi;
bronquitis: 92,78 + 25,34 pg/ml, y otros: 75,91 + 26,51 pg/ml) superior (p<0,05) a la
de la poblacion control (IL-18: 9,49 + 0,72 pg/ml; y TNFa: 26,26 + 3,01) (Figura 9).
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Figura 9. Variacion en la concentracion sérica de IL-1p (A) y TNFa (B) segun IRA’s
(neumonia: n=17, bronquitis: n=14 y otros: n=8). Las concentraciones fueron determinadas
por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas con ANOVA y post-test de
Bonferroni’s. Letras diferentes entre las columnas, indican diferencias significativas (p<0,05)
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IV.2.1.2. Citoquinas proinflamatorias segun el agente microbiano

Los niveles séricos de IL-1p y TNFa fueron diferentes entre los pacientes con

IRA dependiendo del agente causal.

Se objetivé que los enfermos con infeccion viral (17,02 + 3,14 pg/ml) y mixta
(19,02 + 4,15 pg/ml) presentaban niveles circulantes de IL-1p significativamente
superiores a los encontrados en los que padecian infeccion bacteriana (13,29 + 2,48
pg/ml) y en los controles sanos (9,49 + 0,72pg/ml). No existieron diferencias
signficativas entre las cifras circulantes de esta citoquina en pacientes con infeccion

viral y mixta, ni entre los que padecian infeccidén bacteriana y controles (Figura 10A).

En relacién a las cifras circulantes de TNFa, se observd que los tres grupos de
pacientes tenian concentraciones de esta citoquina significativamente superiores a
los de los controles sanos (26,26 + 3,01 pg/ml). En los enfermos con infeccion viral
(88,42 + 17,83 pg/ml) o mixta (98,09 + 19,46 pg/ml), las cifras circulantes alcanzadas
por el TNFa fueron significativamente mayores que las encontradas en los enfermos

con infeccién bacteriana (52,96 + 20,13 pg/ml) (Figura 10B).
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Figura 10. Variacion en la concentracion sérica de IL-1p (A) y TNFa (B)
en pacientes con IRA segun infeccion: viral (n=21), bacteriana (n=8) y mixta (n=10). Control
(n=10). Las concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE
y analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras diferentes entre las columnas,
indican diferencias significativas (p<0,05)
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Para estudiar la posible induccién de diferentes niveles de citoquinas circulantes

por la IRA provocada por distintos tipos de virus, se analizaron las cifras de IL-1p y

TNFa encontradas en pacientes con evidencia de infeccion por VSR, parainfluenza y

adenovirus con independencia de la existencia 0 no de infeccion bacteriana

concomitante. Asi, se observé que, tanto el IL-1p como el TNFa sufrieron un

incremento sérico en los grupos de pacientes infectados con VSR (IL-1p: 17,12+ 3,82
pg/ml; TNFa: 82,95 + 22,15 pg/ml), parainfluenza (L-1p: 16,16 + 2,27 pg/ml; TNFa:
92,44 + 13,21 pg/ml) y adenovirus (L-1p: 17,78 + 3,36 pg/ml; TNFo: 91,70 + 16,33

pg/ml) en la misma magnitud, cuando fueron comparados con sus respectivos

grupos controles (IL-1B: 9,49 £ 0,72 pg/ml; TNFa: 26,26 + 3,01 pg/ml) (Figura 11).
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Figura 11. Variacion en la concentracion sérica de IL-1p (A) y TNFa (B)
en pacientes con IRA segun el agente etioldgico viral: VSR (n=14), parainfluenza (n=7) y
adenovirus (n=9). Control (n=10). Las concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los
datos representan X + DE y analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras
diferentes entre las columnas, indican diferencias significativas (p<0,05)

El virus de la influenza, apenas fue aislado en uno de los pacientes, por tanto

no fue incluido en en el presente analisis.
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IV.2.1.3. Tipo de agente microbiano segun tipo de IRA (neumonia y bronquitis)

Pacientes con neumonia

Cuando se midi6 la concentracion sérica de las citoquinas proinflamatorias en
los pacientes con neumonia atendiendo al tipo de infeccion, se observo que la IL-1p
fue superior en los pacientes con infeccion viral (16,37 + 1,04 pg/ml) y mixta (20,05 +
5,60 pg/ml) comparada con el control (9,49 + 0,72 pg/ml). Se pueden apreciar
diferencias significativas (p<0,05) en la concentracion de IL-1p entre los pacientes
con infeccion viral (16,37 + 1,04 pg/ml) vs bacteriana (13,10 + 2,16 pg/ml), y mixta
(20,05 + 5,60 pg/ml) vs bacteriana (Figura 12A).

Por su parte, la concentracion sérica del TNFa, fue superior (p<0,05) a la del
control (26,26 + 3,01 pg/ml) en los pacientes con infeccion viral (81,69 + 17,53 pg/ml),
bacteriana (58,06 + 19,40pg/ml) y mixta (92,50 + 24,48 pg/ml). La concentracion de
esta citoquina fue similar entre los pacientes con infeccion viral vs mixta, y entre viral
vs bacteriana. Por su parte, similar a lo observado para IL-18, la concentracion sérica
de TNFo fue superior en los pacientes con infeccidn mixta con respecto a la

bacteriana (Figura 12B).
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Figura 12. Variacion en la concentracion sérica de IL-18 (A) y TNFa (B) en pacientes con
neumonia segun el tipo de agente infeccioso (viral: n=9, bacteriana: n=4, mixta: n=4). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’'s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)
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Pacientes con bronquitis

El tipo de infeccibn en los pacientes con bronquitis también provocé
diferencias en los niveles circulantes de citoquinas proinflamatorias. Observamos la
concentracion de IL-1p en los pacientes con infeccion viral (17,38 + 3,42 pg/ml) y
mixta (16,80 + 3,39pg/ml) fue superior (p<0,05) a la del grupo control (9,49 + 0,72
pg/ml). No hubo diferencias en la concentracion de esta citoquina entre los pacientes
con infeccion viral vs bacteriana (11,73 + 3,95 pg/ml) o de estas con las infecciones

mixtas (Figura 13A).

Los niveles de TNFa fueron superiores (p<0,05) en los pacientes con infeccién
viral (99,76 = 9,88 pg/ml) y mixta (102,60 + 15,86 pg/ml) con respecto al control
(26,26 + 3,01 pg/ml). No hubo diferencias entre los pacientes con infeccién viral y
mixta; pero si entre viral vs bacteriana (47,34 + 36,15 pg/ml) y entre mixta vs
bacteriana; la concentracion de TNFa fue mas baja en los pacientes con infeccion

bacteriana (Figura 13B).
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Figura 13. Variacion en la concentracion sérica de IL-18 (A) y TNFa (B) en pacientes con
bronquitis segun el tipo de agente infeccioso (viral: n= 7; bacteriana: n= 2; mixta: n=5). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’'s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)
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No contamos con suficiente nimero de muestras para hacer este mismo

analisis en los pacientes que presentaban el tipo de IRA denominada “otros”.

IV.2.1.4. Citoquinas proinflamatorias en pacientes asmaticos vs no asmaticos

Las concentraciones circulantes de IL-1p y TNFa estuvieron incrementadas en
relacion al control (IL-1: 9,49 + 0,72 pg/ml; TNFa: 26,26 + 3,02 pg/ml) tanto en los
pacientes asméticos (IL-1f: 17,02 + 4,14 pg/ml; TNFa: 74,87 + 16,54 pg/ml) como en
los no asmaticos (IL-1p: 17,51 + 6,05 pg/ml; TNFo: 87,57 + 27,28 pg/ml) (p<0,05). No
se observaron diferencias significativas entre el grupo de pacientes asmaticos y no

asmaticos (Figura 14).
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Figura 14. Variacion en la concentracion sérica de IL-1p (A) y TNFa (B) en
pacientes con IRA asmaéticos (14) y no asmaticos (n=25). Las concentraciones fueron
determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas con ANOVA y post-test
de Bonferroni’s. Letras diferentes entre las columnas, indican diferencias significativas
(p<0,05)

IV.2.1.4.1. Citoquinas proinflamatorias en pacientes asmaticos vs no asmaticos
segun tipos de IRA (hneumonia y bronquitis).

Pacientes con neumonia

Para determinar si existian diferencias en los niveles de citoguinas

proinflamatorias se compard la concentracion sérica de IL-13 y TNFa de los
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pacientes asmaticos vs los no asmaticos. Se objetivd que el nivel de IL-1p fue
superior (p<0,05) en los pacientes asmaticos (17,17 + 3,81 pg/ml) y no asmaticos
(16,60 + 4,67 pg/ml) con en sindrome anatomo/clinico neumoénico comparados con el
control (9,49 £+ 0,72pg/ml); y no hubo diferencias (p>0,05) entre estos dos grupos
(Figura 15A). Lo mismo se observo para la concentracion de TNFa; es decir, los
pacientes asmaticos (71,50 + 12,91 pg/ml) y no asmaticos (85,05 + 17,36 pg/ml) con
neumonia, exhibieron una concentracién de TNFa circulante superior a la presentada
por la poblacion control (26,26 + 3,01 pg/ml), sin evidenciarse diferencias entre estos

dos grupos de pacientes (Figura 15B).
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Figura 15. Variacion en la concentracion sérica de IL-18 (A) y TNFa (B) en pacientes con
neumonia segun condicién de asmaticos (asmaticos: n= 8; no asmaticos: n=9). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’'s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)

Pacientes con bronquitis

En los pacientes con bronquitis también se objetivd que la concentracion sérica
de IL-1B estuvo incrementada tanto los pacientes asmaticos (15,92 + 6,09 pg/ml)
como no asmaticos (16,60 + 3,38 pg/ml) cuando fueron comparados con el grupo

control sano (9,49 + 0,72 pg/ml), sin existir diferencias significativas entre estos dos
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grupos (Figura 16A). Lo mismo observamos para TNFo; es decir, tanto en los
pacientes asmaticos (92,85 + 18,34 pg/ml) como no asmaéticos (100,60 + 13,38
pg/ml) se encontraron niveles séricos aumentados de TNFa con respecto al control
(26,26 + 3,01 pg/ml), pero no se observaron diferencias entre estos dos grupos de

pacientes (Figura 16B).
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Figura 16. Variacion en la concentracion sérica de IL-13 (A) y TNFa (B) en pacientes con
bronquitis segun condicién de asmaticos (asmaticos: n=3; no asmaticos: n=11). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’'s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)

IV.2.1.4.2. Concentracion de las citoquinas proinflamatorias en pacientes con

asmay no asmaticos, segun el tipo de agente causal.

Se quiso conocer como variaban las concentraciones de IL-1B y TNFa en los
grupos de pacientes asmaticos y no asmaticos estudiados, dependiendo del tipo de

agente infeccioso causante del IRA.
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IL-1B en pacientes asméticos vs no asmaticos segun agente causal

Cualquiera fuera el tipo de agente infeccioso (viral, bacteriano y mixto), la
concentracion circulante de IL-1p de los pacientes con asma y sin ella fue superior a
la mostrada por el grupo control sano; sin objetivarse diferencias en la concentracion
de esta citoquina entre los tres tipos de agentes virales. Asi, se encontré que en los
pacientes no asmaticos con infeccion viral (16,14 + 3,25 pg/ml), bacteriana (14,51 +
1,41 pg/ml) o mixta (16,18 + 3,24 pg/ml), las concentraciones de dicha citoquina
estuvieron incrementadas de forma significativa con respecto al control sano (9,49 +
0,72 pg/ml) (Figura 17A). Lo mismo se objetivd en el grupo de pacientes asmaticos;
es decir, los pacientes con infeccion viral (19,76 + 1,34 pg/ml), bacteriana (12,55 +
2,82 pg/ml) y mixta (19,86 + 1,51 pg/ml) alcanzaron niveles circulantes de IL-1
significativamente superiores al exhibido por la poblacion control. Los pacientes con
infeccion viral y mixta tuvieron niveles de IL-1B superiores a los que presentaron
infeccion bacteriana, en los cuales se observé una concentracién inferior de IL-1p
(Figura 17B).
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Figura 17. Variacion en la concentracion sérica de IL-1 en pacientes no asmaticos (A)
(virus: n=16; bacteria: n=3; mixto: n=6); y asmaticos (B) (viral: n=5; bacteriana: n=5; mixta:
n=4) con IRA segln agente causal. Las concentraciones fueron determinadas por ELISA.
Los datos representan X + DE y analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras
diferentes entre las columnas, indican diferencias significativas (p<0,05)
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TNFa en pacientes asmaticos vs no asmaticos segun agente causal

El patron sérico observado para el TNFa fue similar al observado para IL-1p.
Tanto en pacientes asmaticos como en no asmaticos la presencia de cualquiera de
los agentes etiolégicos causd un incrementd en la concentracion de TNFa. En los
pacientes no asmaticos con infeccién viral (92,99 + 16,82 pg/ml), bacteriana (30,89 +
8,50 pg/ml) o mixta (104,2 + 17,61 pg/ml), se encontraron concentraciones altas
(p<0,05) de dicha citoquina con respecto al control (26,26 + 0,95 pg/ml) (Figura
18A). Igualmente, el grupo de pacientes asmaticos con infeccion viral (70,13 + 6,49
pg/ml), bacteriana (66,20 + 9,40 pg/ml) y mixta (90,45 + 21,35 pg/ml) exhibieron una

concentracion incrementada (p<0,05) de TNFa con respecto al grupo control (Figura
18B).
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Figura 18. Variacion en la concentracion sérica de TNFa en pacientes no asmaticos (A)
(virus n=16; bacteria n=3; mixto n=6); y asméticos (B) (viral: n=5; bacteriana: n=5; mixta:
n=4) con IRA segun agente causal. Las concentraciones fueron determinadas por ELISA.
Los datos representan X + DE y analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras

diferentes entre las columnas, indican diferencias significativas (p<0,05)

IV.2.1.4.3. Concentracion de citoquinas proinflamatorias en pacientes con

IRA viral, bacteriana y mixta segun presencia o no de asma.

Para determinar si la presencia de asma en los pacientes variaba la

concentracion sérica de citoquinas proinflamatorias cuando los dichos pacientes

79



Resultados

tuvieran infeccion viral, bacteriana o mixta, se realiz6 un analisis estadistico que

permitié visualizar este efecto.

El grupo de pacientes con infeccion viral alcanz6 altas concentraciones
circulantes de IL-1p y TNFa tanto cuando presentaban asma como cuando no. El
nivel sérico de IL-1p estuvo significativamente incrementado en los pacientes con
asma (19,76 + 1,34 pg/ml) cuando fueron comparados con los no asmaticos (16,29 +
3,09 pg/ml), y en ambos grupos las concentraciones resultaron mas altas (p<0,05)
que la del control (9,49 + 0,72 pg/ml) (Figura 19A).

Este mismo grupo de pacientes exhibié un incremento significante en la
concentracion sérica de TNFa tanto en los pacientes asmaticos (70,13 + 6,49 pg/ml)
como en no asmaticos (92,99 + 16,82 pg/ml) cuando fueron comparados con el grupo
control sano (26,26 + 3,09 pg/ml). El nivel sérico de esta citoquina fue superior en la

poblacion no asmatica que en la asmatica (Figura 19B)
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Figura 19. Variacion en la concentracion sérica de IL-1p (A) y TNFa (B) en pacientes con
IRA viral segun su condicion de asmaticos (n=5) y no asmaticos (n=16). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)

En los pacientes con IRA de etiologia bacteriana, el nivel circulante de IL-1p

estuvo aumentado (p<0,05) con relacién al grupo control (9,49 + 0,72 pg/ml) tanto en
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los pacientes asmaticos (12,55 + 2,82 pg/ml) como en los no asmaticos (14,51 +1,41

pg/ml), sin observarse diferencias significativas entre estos dos grupos (Figura 20A).

En este mismo grupo de pacientes, el nivel circulante de TNFa de los asméticos
(66,20 + 9,40 pg/ml), fue superior al del control (26,26 + 3,09 pg/ml) y al de la
poblacion de no asméticos (30,89 + 8,50pg/ml). La concentracion sérica de esta

citoquina en los no asmaticos no difiridé a la observada para el grupo control (Figura
20B).
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Figura 20. Variacion en la concentracion sérica de IL-1p (A) y TNFa (B) en pacientes con
IRA bacteriana segun su condicidn de asméticos (no asmaticos=3; asmaticos=5). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)

El grupo de pacientes con infeccion mixta, al igual que ocurrid6 con los que
tenian infeccidn viral, la concentracion circulante de IL-1p estuvo aumentada (p<0,05)
en relacién al control (9,49 + 0,72 pg/ml) tanto en los pacientes asméticos (19,86 +
1,51 pg/ml) como en el de no asmaticos (18,35 + 5,56 pg/ml), y no se observd

diferencias entre asmaticos y no asmaticos (Figura 21A).

Lo mismo ocurrié con las concentraciones séricas de TNFa; es decir, estuvieron

incrementadas tanto en el grupo de asmaticos (90,45 + 21,35 pg/ml) como en el de
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no asmaticos (104,2 + 17,61 pg/ml) cuando fueron cotejados con el control (26,26 +
3,01 pg/ml), y no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos (Figura
21B).
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Figura 21. Variacion en la concentracion sérica de IL-1p (A) y TNFa (B) en pacientes con
IRA de etiologia mixta segun su condicién de asmaticos (n de no asmaticos=6; n de
asmaticos = 4). Las concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan
X + DE y analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras diferentes entre las
columnas, indican diferencias significativas (p<0,05)

IVV.2.2. Concentracion circulante de citoquinas Th2: IL-4 e
IL-5.

IV.2.2.1. Concentracién circulante de citoquinas Th2 (IL-4, IL-5) segun el tipo de
IRA

Se realiz6 un analisis para comparar las variaciones de los niveles circulantes
de citoquinas de la subpoblacién Th2 segun el tipo de IRA. Se observo que el
padecimiento de algun tipo de IRA incremento las concentraciones circulantes de IL-
4 con respecto al control (9,46 + 1,39 pg/ml), observandose en la neumonia una
concentracion de 13,55 + 2,26 pg/ml, en la bronquitis 13,78 + 2,98 pg/ml; y, en los
pacientes con entidades clinicas denominadas “otros” la concentracion alcanzé 14,17
+ 2,23 pg/ml (Figura 22A).
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Los niveles séricos de IL-5 en los pacientes con neumonia (72,98 + 27,83
pg/ml), bronquitis (62,23 + 7,75 pg/ml) y otros (62,02 + 6,79 pg/ml), también
estuvieron incrementados con respecto al grupo control sano (31,81 + 10,52 pg/ml
(Figura 22B).
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Figura 22. Variacion en la concentracion sérica de IL-4 (A) e IL-5 (B) en pacientes
con diferentes tipos de IRA (neumonia: n=17, bronquitis: n=14 y otros: n=8). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’'s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)

IV.2.2.2. Citoquinas Th2 (IL-4, IL-5) y tipo de agente microbiano.

Para conocer variaciones en el patron Th2 de citoquinas en la poblacion
estudiada, atendiendo al agente causal involucrado, se midieron las concentraciones

de citoquinas IL-4 e IL-5 en los pacientes con infeccidn viral, bacteriana y mixta.

Tanto en los pacientes con infeccién viral (IL-4: 13,92 + 2,68 pg/ml, IL-5: 67,09 +
19,44 pg/ml), como bacteriana (14,00 + 2,08 pg/ml) y mixta (13,13 + pg/ml) los
niveles séricos de IL-4 resultaron superiores (p<0,05) a los del grupo control (9,46 +

1,39 pg/ml); sin diferencias entre los tipos de infeccion (Figura 23A).

Las concentraciones circulantes de IL-5 también estuvieron incrementadas con

respecto al control (31,81 + 10,52 pg/ml) en los pacientes con infeccion viral (67,09 +
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19,44 pg/ml), bacteriana (IL-5: 60,79 + 6,10 pg/ml) y mixta (77,63 + 32,61pg/ml); y
tampoco se observaron diferencias entre los diferentes tipos de infeccion (Figura
23B).
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Figura 23. Variacion en la concentracion sérica de IL-4 (A) e IL-5 (B) en pacientes
con IRA segun la condicion tipo de infeccion: viral (n=21), bacteriana (n=8) y mixta (n=10).
Las concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y
analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras diferentes entre las columnas,
indican diferencias significativas (p<0,05)

Para estudiar la posible induccion de diferentes niveles de citoquinas circulantes
por la IRA provocada por distintos tipos de virus, se analizaron las cifras de IL-4 e IL-
5 encontradas en pacientes con evidencia de infecciéon por VSR, parainfluenza y
adenovirus con independencia de la existencia o no de infeccion bacteriana
concomitante. Asi, el contenido sérico de IL-4 e IL-5 estuvo incrementado en los
grupos de pacientes infectados con VSR (IL-4: 13,65 + 2,62 pg/ml; IL-5: 62,20 + 3,17
pg/ml), parainfluenza (L-4: 12,37 + 1,41 pg/ml; IL-5: 60,39 + 9,01 pg/ml) y adenovirus
(IL-4: 15,05 + 2,83 pg/ml; IL-5: 65,47 + 8,58 pg/ml) en igual magnitud, cuando fueron
comparados con el control (IL-4: 9,46 + 1,39 pg/ml; IL-5: 31,81 + 10,52 pg/ml), sin

observarse diferencias significativas entre estos tres grupos (Figura 24).
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Figura 24. Variacion en la concentracion sérica de IL-4 (A) e IL-5 (B) en pacientes
con IRA segun tipo de agente etiolégico viral: VSR (n=14), parainfluenza (n=7) y adenovirus
(n=9). Control (n=10). Las concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos
representan X + DE y analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras diferentes
entre las columnas, indican diferencias significativas (p<0,05)

IV.2.2.3. Concentracidn sérica de citoquinas Th2 (IL-4, IL-5) en pacientes con
IRA (neumoniay bronquitis) segun el agente microbiano

Pacientes con neumonia

Para evaluar como variaban los niveles de citoquinas Th2 circulantes en los
pacientes con neumonia y bronquitis dependiendo de si el agente causal era viral,
bacteriana 0 mixta; se compararon estadisticamente los tres tipos de infeccion en

cada una de estas IRA’s, y se observo que:

La concentracion circulante de IL-4 en los pacientes con neumonia viral (13,36
+ 2,56 pg/ml), y mixta (14,93 + 2,36 pg/ml), estuvieron aumentadas con respecto al
control (9,46 + 1,39 pg/ml), no se observaron diferencias (p>0,05) entre estos dos
grupos, ni entre estos y los que presentaron infeccién bacteriana (12,59 + 0,53 pg/ml)
(Figura 25A).
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El nivel sérico de IL-5 también estuvo incrementado en los pacientes con
neumonia viral (71,57 + 27,80 pg/ml) y mixta (82,33 + 32,65 pg/ml) cuando se
compararon con el control (31,81 + 10,52 pg/ml); no se observaron otras diferencias
entre el resto de los grupos; tampoco entre estos y el de infeccion bacteriana (59,34
+ 5,92 pg/ml), no hubo diferencias entre los que presentaron infeccién por bacterias y

los controles sanos (Figura 25B).
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Figura 25. Variacion en la concentracion sérica de IL-4 (A) e IL-5 (B) en pacientes
con neumonia segun tipo de agente infeccioso (viral: n=9, bacteriana: n=4, mixta: n=4). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)

Pacientes con bronquitis

El nivel circulante de citoquina IL-4 en los pacientes con bronquitis difirid un
poco a la de los pacientes con neumonia, porgue solo los pacientes con infeccion
viral (15,52 + 3,33 pg/ml) mostraron un incremento sérico superior (p<0,05) al control
(9,46 + 1,39 pg/ml) y con respecto a los grupos con infecciéon bacteriana (13,80 +

1,84 pg/ml) y mixta (11,70 + 1,41 pg/ml) (Figura 26A).

La concentracién sérica de IL-5 en los pacientes con bronquitis estuvo
incrementada (p<0,05) tanto en pacientes con infeccion viral (65,53 + 9,67 pg/ml)

como en los gue tuvieron infeccién mixta (59,70 + 0,28 pg/ml) al compararlos con el

86



Resultados

control (31,81 + 10,52 pg/ml) y con los pacientes con infeccion bacteriana (59,34 5,92
pg/ml), no se observaron diferencias en las concentraciones séricas de esta citoquina
entre los grupos con infeccion viral y mixta; y tampoco entre estos y los que cursaron
con infeccion bacteriana. Los pacientes con infeccion bacteriana presentaron una

concentracion de IL-5 igual a la del control sano (Figura 26B).
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Figura 26. Variacion en la concentracion sérica de IL-4 (A) e IL-5 (B) en pacientes
con bronquitis segun tipo de agente infeccioso (viral: n= 7; bacteriana: n= 2; mixta: n=5). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’'s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)

IV.2.2.4. Concentracion de citoquinas Th2 (IL-4, IL-5) y asma

Se quiso investigar el efecto que tiene el asma sobre las concentraciones de
citoquinas Th2, y se observé que, tanto los pacientes asmaticos (IL-4: 13,16 + 2,12
pg/ml, IL-5: 72,81 + 27,78 pg/ml) como no asméticos (IL-4: 14,07 + 2,63 pg/ml; IL-5:
65,84 +18,23 pg/ml) mostraron un incremento (p<0,05) en la concentracion de las
citoquinas Th2 evaluadas con respecto al grupo control (IL-4: 9,46 + 1,39 pg/ml; IL-5:
31,81 + 10,52 pg/ml), pero no hubo diferencias entre los grupos de asmaticos y no

asmaticos (Figura 27).
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Figura 27. Variacion en la concentracion sérica de IL-4 (A) e IL-5 (B) en pacientes
con IRA asmaticos (14) y no asmaticos (n=25). Las concentraciones fueron determinadas por
ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni'’s.
Letras diferentes entre las columnas, indican diferencias significativas (p<0,05)

IV.2.2.4.1. Variacién de la concentracion de las citoquinas Th2 (IL-4, IL-5) en

pacientes asmaticos y no asmaticos segun tipo de IRA

Pacientes con neumonia

Para conocer si la condicion de asmatico afectaba las concentracion de IL-4 e
IL-5 en los pacientes con neumonia y bronquitis, se evalué este efecto,
observandose gque en pacientes con neumonia, tanto la condiciébn de ser asmatico
(13,11+ 1,58 pg/ml) como la de no serlo (13,93 + 2,77 pg/ml), produjo un incremento
en la concentracion sérica significativo de IL-4 comparado con el control (9,46 + 1,39

pg/ml), y no existieron diferencias entre estos dos grupos (Figura 28A).

Lo mismo fue observado para las concentraciones de IL-5; es decir, los niveles
séricos de esta citoquina estuvieron aumentados con respecto al control (31,81 +
10,52 pg/ml) tanto en los pacientes asmaticos (71,12 + 24,38 pg/ml) como en los que
no lo eran (71,31 + 28,25 pg/ml), y no se observaron diferencias significativas entre
ellos (Figura 28B).
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Figura 28. Variacion en la concentracion sérica de IL-4 (A) e IL-5 (B) en pacientes
con heumonia segun condicién de asmaticos (asmaticos. N= 8; no asméticos: n= 9). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)

Pacientes con bronquitis

Similar a lo observado en los pacientes con neumonia, los que tuvieron
bronquitis también mostraron elevacion sérica en la concentracion de IL-4 en
presencia de asma (IL-4: 1(2,54 + 2,73 pg/ml; IL-5:) y en ausencia (IL-4: 14,16 3,08
pg/ml; IL-5:) al compararlos con la poblacién control (9,46 + 1,39 pg/ml) (Figura 29A).
Lo mismo ocurrié para IL-5: los pacientes asmaticos (54,907 + 7,69 pg/ml) y no
asmaticos (63,66 + 8,44 pg/ml) exhibieron niveles circulantes por encima de los
evidenciados por la poblacion control (71,31 + 28,25 pg/ml), sin observarse

diferencias entre ambos grupos (Figura 29B).
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Figura 29. Variaciéon en la concentracion sérica de IL-4 (A) e IL-5 (B) en pacientes
con bronquitis segin condiciéon de asmaticos (asmaticos: n=3; no asmaticos: n=11). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)

IV.2.2.4.2. Variaciones en la concentracion sérica de citoquinas Th2 (IL-4 e IL-5)
en pacientes asmaticos y no asmaticos atendiendo al tipo de infeccion (viral,
bacteriana y mixta).

Se pretendié saber como variaban las concentraciones de IL-4 e IL-5 en los
grupos de pacientes asmaticos y no asmaticos estudiados, dependiendo del tipo de
agente infeccioso (viral, bacteriana y mixta) involucrado como causante de la IRA en

estos pacientes.

Tanto en el grupo de pacientes asmaticos como en no asmaticos el tipo de
infeccion causé un incremento sérico de la IL-4 con respecto al control. Asi se
observa gue los pacientes no asmaticos con infeccién viral (13,75 + 2,59 pg/ml),
bacteriana (14,02 + 2,33 pg/ml) o mixta (14,82 + 3,33 pg/ml), tenian concentraciones
mas altas de IL-4 que el grupo control (9,46 + 1,39 pg/ml), no se observo diferencias
significativas entre ellos (Figura 30A). Lo mismo fue observado en pacientes
asmaticos; es decir, que tanto la presencia de infeccion viral (13,22 + 2,49 pg/ml),

como bacteriana (13,24 + 2,31 pg/ml) y mixta (12,89 + 0,30 pg/ml) produjeron
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concentraciones aumentadas (p<0,05) con respecto al grupo contro, sin mostrar

diferencias significativas entre estos tres grupos (Figura 30B).
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Figura 30. Variacion en la concentracion sérica de IL-4 en pacientes no asmaticos (A) (virus
n=16; bacteria n=3; mixto n=6); y asmaticos (B) (viral n=5; bacteriana n=5; mixta n=4) con
IRA segun tipo de agente infeccioso. Las concentraciones fueron determinadas por ELISA.
Los datos representan X + DE y analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras

diferentes entre las columnas, indican diferencias significativas (p<0,05)

Las variaciones en la concentracion sérica de IL-5 en los pacientes no
asmaticos estudiados fueron similares a los observados para IL-4. Esto es, tanto los
pacientes con infeccién viral (60,91 + 7,18 pg/ml), bacteriana (61,00 + 4,36 pg/ml) o
mixta (64,96 + 9,13 pg/ml) mostraron una concentracion sérica de IL-5 superior a la
del control (31,81 + 10,52 pg/ml), sin observarse diferencias significativas en los
niveles circulantes de esta citoquina para cualquiera fuera el tipo de infeccion

presente en el paciente (Figura 31A).

El nivel circulante de IL-5 en los pacientes asmaticos fue superior en los que
padecian infeccion mixta (95,30 + 44,77 pg/ml) comparados con el control sano
(31,81 + 10,52 pg/ml). No se observaron diferencias entre las concentraciones
medidas en los pacientes con infeccion viral (65,51 + 4,25 pg/ml) y bacteriana (67,00
+ 6,78 pg/ml), y entre estos dos grupos con respecto al control sano y a los pacientes

con infeccion mixta (Figura 31B).
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Figura 31. Variacion en la concentracion sérica de IL-5 en pacientes no asmaticos (A) (virus
n=16; bacteria n=3; mixto n=6); y asmaticos (B) (virus n=5; bacteria h= 5; mixto h=4) con IRA
segun tipo de agente infeccioso. Las concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los
datos representan X + DE y analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras
diferentes entre las columnas, indican diferencias significativas (p<0,05)

IV.2.2.4.3. Variaciones en la concentracion sérica de citoquinas Th2 (IL-4 e IL-5)

en pacientes con IRA viral, bacteriana y mixta segln presencia o no de asma.

Para conocer si la presencia de asma en los pacientes con IRA viral, bacteriana
0 mixta producian variaciones en la concentracion sérica de las citoquinas Th2, se

evaluo este efecto en los pacientes y se observo que:

La presencia de asma en los pacientes produjo un incremento en la
concentracion circulante de IL-4 e IL-5 en relacion al control y no se observaron

diferencias entre ellas.

En el grupo de pacientes con infeccion viral, tanto la presencia de asma (13,22
+ 2,49 pg/ml) como la ausencia de la misma (14,10 + 2,78 pg/ml) produjo un
incremento sérico en las concentraciones de IL-4 cuando fueron comparados con los
pacientes que sirvieron de control (9,46 + 1,39 pg/ml) (Figura 32A). Las
concentraciones séricas de IL-5 en los pacientes con infeccion viral, también se

mostraron incrementadas en relacion al control, tanto en ausencia (62,37 + 7,68
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pg/ml) como en presencia de asma (65,51 + 4,52 pg/ml) en los pacientes evaluados
(Figura 32B).
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Figura 32. Variacion en la concentracion sérica de IL-4 (A) e IL-5 (B) en pacientes
con IRA viral seguin condicién de asmaticos (n=5) y no asmaticos (n=16). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’'s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)

Por su parte, se observé que los pacientes con infeccién bacteriana mostraron
niveles seéricos de IL-4 incrementados con respecto al control (9,46 + 1,39 pg/ml)
tanto cuando los pacientes presentaron asma (13,98 + 2,21 pg/ml) como cuando no
la presentaron (14,02 + 2,33pg/ml), sin observarse diferencias entre ambos grupos
(Figura 33A). La concentracion de IL-5 en los pacientes varié de la misma forma, es
decir, los niveles de esta citoquina estuvo aumentada con relacién al control sano
(31,81 + 10,52 pg/ml) tanto en los pacientes que padecian asma (60,67 + 7,46 pg/ml)
como en los que no la padecian (61,00 + 4,34 pg/ml), y tampoco se observaron

diferencias entre estos dos grupo (Figura 33B).
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Figura 33. Variacion en la concentracion sérica de IL-4 (A) e IL-5 (B) en pacientes
con IRA bacteriana segun condicién de asmaticos (no asmaticos=3; asmaticos=5). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’'s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)

El grupo de pacientes con infeccidbn mixta presenté una IL-4 incrementada
(p<0,05) en los pacientes no asméticos (13,97 + 2,81 pg/ml) con respecto al control
(9,46 + 1,39 pg/ml), y no hubo diferencias entre el control y los asmaticos (12,08 +
1,63 pg/ml), asi como tampoco se observo alguna diferencia entre asmaticos y no

asmaticos (Figura 34A);

En este mismo grupo, el nivel sérico de IL-5 se mostré elevado tanto en
pacientes asmaticos (95,30 + 44,47 pg/ml) como en no asmaticos (63,50 + 9,37
pg/ml) al compararlos con el control sano (31,81 + 10,52 pg/ml), tampoco se

observaron diferencias entre asmaticos y no asmaticos (Figura 34B).
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Figura 34. Variacion en la concentracion sérica de IL-4 (A) e IL-5 (B) en pacientes
con IRA mixta segun condicién de asmaticos (no asmaticos=6; asmaticos = 4). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’'s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)

IV.2.2.5. Correlacion IL-4, IL-5 e IgE sérica

El analisis de correlacion de Pearson’s reveld una correlacion positiva entre IL-4
e IL-5 (r= 0,4662; p< 0,0011). No hubo ninguna correlacion entre estas citoquinas y la

concentracion de IgE encontrada en los pacientes.

IV.2.3. Concentracién sérica de las quimioquinas IL-8, MCP-1 y
RANTES

IV.2.3.1. Variacion en las concentraciones séricas de las quimioquinas (IL-8,
MCP-1 y RANTES) segun tipo de IRA’s

Se midié la concentracion sérica de IL-8, MCP-1 y RANTES en los pacientes
con neumonia, bronquitis y otros, para establecer si habia diferencias en la respuesta
de produccion de quimioquinas circulantes atendiendo al cuadro anatomo/clinico del

paciente
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Observamos que solo durante el padecimiento de neumonia el MCP-1 (23,85 +
11,68pg/ml) y el RANTES (3090 + 1273pg/ml) estuvieron incrementadas (p<0,05)
con respecto al control (MCP-1: 13,75 +2,08pg/ml; RANTES: 1536 + 235,9pg/ml)
(Figura 35 Ay B).
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Figura 35. Variacién en la concentracion sérica de MCP-1 (A) y RANTES (B) en pacientes
con diferentes tipos de IRA (neumonia: n=17, bronquitis: n=14 y otros: n=8). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)

Ni la presencia de bronquitis en los pacientes (MCP-1:20,50 + 5,75 pg/ml;
RANTES: 2413 + 785,5 pg/ml), ni la entidad clinica denominada “otros” (MCP-1:
21,98 + 7,42 pg/ml; RANTES: 2660 + 1082 pg/ml) aportaron diferencias estadisticas
significativas en el estudio con respecto al control. Igual ocurrié para IL-8 en el cual
ninguno de los tres cuadros de IRA ocasionaron alguna variacion en el nivel sérico
de esta quimioquina, ni entre ellos (neumonia: 85,65 + 78,08 pg/ml; bronquitis: 63,80
+ 53,41 pg/ml; otros: 57,89 + 7,88 pg/ml) ni con respecto al control (29,55 +
5,81pg/ml).
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IV.2.3.2. Variacion de las quimioquinas (IL-8, MCP-1 y RANTES) segun el tipo de

agente microbiano

Con el objeto de observar si habia diferencias en la concentracion circulante de
guimioquinas en los pacientes evaluados, se midié y comparé el nivel de las mismas

en los pacientes con infeccion viral, bacteriana y mixta.

Se objetivo que el nivel circulante de MCP-1 estuvo incrementado (p<0,05) en
los pacientes con infeccion viral (25,64 + 13,17 pg/ml) comparado con el control sano
(13,65 + 2,08 pg/ml) (Figura 36A), no se observaron diferencias entre las
concentraciones de esta quimioquina presentadas por los pacientes con infeccion
bacteriana (18,28 1,23 pg/ml) o mixta (23,15 6,84 pg/ml) al compararlas con el
grupo control, y la concentracibn MCP-1 en estos dos grupos tampoco difirié de la de
los pacientes con infeccion viral (Figura 36A).

La concentracion sérica de RANTES fue superior tanto en los pacientes con
infeccion viral (3279 + 1337 pg/ml) como en los pacientes con infeccion mixta (2842 +
652,1pg/ml) al compararlos con el control (1536 + 235,9 pg/ml); el nivel circulante de
RANTES en los pacientes con infeccién viral fue superior (p<0,05) al mostrado por
los pacientes con infeccion bacteriana (1840 + 295 pg/ml), no se evidencié
diferencias entre pacientes con infeccién viral y mixta, y entre los que tenian

infeccion bacteriana y la poblacién control (Figura 36B).
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Figura 36. Variacion en la concentracion sérica de MCP-1 (A) y RANTES (B) en pacientes
con IRA segun el tipo de agente etiologico: viral (n=21), bacteriana (n=8) y mixta (n=10). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas

con ANOVA y post-test de Bonferroni’'s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)

No se observaron diferencias en el nivel sérico de IL-8 al considerar el tipo de
infeccion cuando los pacientes presentaron infeccion viral (73,58 + 60,30 pg/ml),
bacteriana (57,28 + 10,45 pg/ml) o mixta (84,53 + 89,51 pg/ml).

Tipo de infeccidn viral y nivel sérico de MCP-1y RANTES

Se pretendié conocer como el tipo de virus variaba las concentraciones de
guimioquinas circulantes en los pacientes con infeccion viral con coinfecciones, y se
observé como la presencia de infeccion por VSR en los pacientes, produjo un
incremento sérico de MCP-1 (29,09 + 15,38 pg/ml) y RANTES (3866,00 + 1122,00
pg/ml) con respecto al control (MCP-1: 13,75 + 2,08 pg/ml; RANTES: 1536,00 +
235,90 pg/ml). Ni la infeccién por parainfluenza (MCP-1: 22,58 + 11,00 pg/ml;
RANTES: 2713,00 + 1705,00 pg/ml), ni por adenovirus (MCP-1: 17,53 + 1,92 pg/ml;
RANTES: 2074,00 + 93,55 pg/ml) en los pacientes ocasionaron diferencias
significativas con respecto al control, asi como tampoco se observaron diferencias
entre las concentraciones de estas quimioquinas encontradas en los pacientes ante

la presencia de los diferentes tipos de virus (Figura 37).
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Figura 37. Variacién en la concentracion sérica de MCP-1 (A) y RANTES (B) en pacientes
con IRA segun tipo de agente infeccioso viral: VSR (n=14), parainfluenza (n=7) y adenovirus
(n=9). Control (n=10). Las concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos
representan X + DE y analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni’'s. Letras diferentes
entre las columnas, indican diferencias significativas (p<0,05)

2.3.3. Concentracion sérica de las quimioquinas (IL-8, MCP-1 y RANTES) en
pacientes con IRA (neumoniay bronquitis) segun tipo de agente microbiano.

Se pretendio evaluar la concentracion de estas quimioquinas en los pacientes
con cuadros de IRA por neumonia y bronquitis cuando el agente infeccioso era un

virus, una bacteria o una infecciéon mixta.

Pacientes con neumonia

En estos pacientes la concentraciéon circulante de MCP-1 estuvo incrementada
en los que padecian infeccién viral (35,43 + 16,95pg/ml) con respecto al grupo
control (13,75 + 2,08pg/ml) y con respecto al grupo con infeccion bacteriana (17,95 +
1,72pg/ml). La concentracién sérica de MCP-1 en los pacientes con infeccién
bacteriana o mixta (23,15 + 6,83 pg/ml) no difirid del control ni entre ellos mismos
(Figura 38A).
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Tanto la presencia de infeccion viral (4272 + 1233pg/ml), como las infecciones
mixtas (3101 + 757,3pg/ml) ocasionaron un aumento en el nivel circulante de
RANTES con respecto al control (1536 + 235,9pg/ml). No se observaron diferencias
en la concentracion de RANTES entre el grupo de pacientes con infeccion viral y
bacteriana (1896 + 287pg/ml), asi como entre los que padecian infeccién bacteriana

y mixta (Figura 38B).

Ninguna variacion se observo en los niveles séricos de IL-8 en los pacientes

con neumonia.
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Figura 38. Variaciéon en la concentracion sérica de MCP-1 (A) y RANTES (B) en pacientes
con neumonia segun el tipo de agente causal (viral: n=9, bacteriano: n=4, mixta: n=4). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)

Pacientes con bronquitis

En los pacientes con bronquitis fue la infeccion mixta lo que parece haber
incrementado el nivel sérico de MCP-1 (24,14 + 6,19 pg/ml) por encima (p<0,05) del
observado en los pacientes controles (13,75 + 2,08 pg/ml), y también cuando fueron
comparados con los que padecian infeccion viral (15,79 + 0,82 pg/ml) y bacteriana

(17,05 + 0,78 pg/ml) (Figura 39A).
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El RANTES también se observé aumentado en estos pacientes con infeccion
mixta (2700 + 635,75 pg/ml) comparados con el control (1536 + 235,9 pg/ml) y con
los que tenian infeccion viral (2377 + 1124 pg/ml) y bacteriana (1748 + 338,7 pg/ml).
No hubo diferencias entre los que presentaron virus y bacterias y la poblacion de

controles sanos (Figura 39B).
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Figura 39. Variacion en la concentracion sérica de MCP-1 (A) y RANTES (B) en pacientes
con bronquitis segun el tipo de agente causal (viral: n= 7; bacteriana: n= 2; mixta: n=5). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’'s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)

Ninguna variacion fue observada en los niveles séricos de IL-8 en los pacientes

con bronquitis.

IV.2.3.4. Concentracion sérica de las quimioquinas (IL-8, MCP-1 y RANTES) en

pacientes asmaticos y no asmaticos.

Para conocer si el asma afectaba o no las concentraciones de IL-8, MCP-1 y
RANTES, se midi6 el nivel de estas quimioguinas en el suero de los pacientes y se

compararon las variaciones existentes entre pacientes no asmaticos y asmaticos.
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Se puede apreciar como en los pacientes asmaticos la concentracion de MCP-1
(28,36 + 10,31 pg/ml) fue superior a la de la poblacion control (13,75 + 2,08 pg/ml), y
a la del grupo de no asmaéticos (17,32 + 3,48 pg/ml), sin observarse diferencias entre
este ultimo grupo y el control (Figura 40A). Con relacién al RANTES la observacion
fue similar, porque esta quimioquina estuvo incrementada en el suero de los
pacientes asmaticos (3348 + 1236 pg/ml) cuando se compararon con el control (1536
+235,9 pg/ml) y con los pacientes no asmaticos (2226 + 570,9 pg/ml), sin observarse

diferencias entre este ultimo grupo y el control (Figura 40B).
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Figura 40. Variacién en la concentracion sérica de MCP-1 (A) y RANTES (B) en pacientes
con IRA asmaéticos (14) y no asméticos (n=25). Las concentraciones fueron determinadas por
ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni’s.
Letras diferentes entre las columnas, indican diferencias significativas (p<0,05)
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La presencia o no de asma en los pacientes no vario la concentracion sérica de

IL-8 en los pacientes con IRA del estudio.
IV.2.3.4.1. Concentracion sérica de quimioquinas (IL-8, MCP-1 y RANTES) en
pacientes con asma o0 no, segun tipo de IRA (heumonia y bronquitis).

Para evaluar el efecto del asma sobre la concentracion sérica de las

quimioquinas en los pacientes con neumonia y bronquitis, se compararon los niveles

cuando los mismos padecian 0 no de asma.
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Se objetivé que en el grupo que padecia el cuadro anatomo/clinico neumonico,
el asma produjo un incremento sérico de MCP-1 (30,46 + 12,37pg/ml) con respecto
al control (13,75 + 2,08 pg/m) y al grupo de no asmaticos (14,69 + 4,36pg/ml), esta

concentracion no difirié entre pacientes sin asma y controles (Figura 41A).

En el mismo grupo de pacientes la concentraciéon de RANTES fue superior en
los que padecian asma (3534 + 1329pg/ml) al compararlos con el control 1536 +
235,9 pg/ml), pero no difirio al de la encontrada en los pacientes no asmaticos (2200
+ 487,6 pg/ml) (Figura 41B).
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Figura 41. Variaciéon en la concentracion sérica de MCP-1 (A) y RANTES (B) en pacientes
con neumonia segun su condicion de asmaticos (asmaticos: n= 8; no asmaticos: n=9). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)

La presencia o no de asma, no vario la concentracién sérica de IL-8 en los
pacientes con IRA de tipo neumonia en el estudo. Con respecto a esta citoquina se
observd una concentracion circulante en asmaticos de 88,69 + 92,62 pg/ml, en no

asmaticos 82,96 + 68,33 pg/ml; y el grupo control con 29,55 + 5,81.
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Pacientes con bronquitis

En los pacientes con bronquitis sélo se observo un incremento significativo en la
concentracion de MCP-1 en los pacientes con asma (25,96 + 7,30pg/ml) cuando se
compararon con el control (13,75 + 2,08pg/ml) y con el grupo de no asmaticos (18,15

+ 3,23pg/ml), no se evidenciaron diferencias entre pacientes no asmaticos y

controles (Figura 42).
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Figura 42. Variacién en la concentracion sérica de MCP-1 en pacientes
con bronquitis segun su condicién de asmaticos (asmaticos: n=3; no asmaticos: n=11). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)

La condicién de asmatico de los pacientes no provocO ninguna variacion en la
concentracion sérica de RANTES. Asi, tanto los pacientes asméticos (2593 + 1002
pg/ml) como los no asméticos (2336 + 753,3 pg/ml) mostraron una concentracioén de

esta quimioquina que no difirié entre ellas ni con respecto a la poblacién control.

No se observo diferencias entre la concentracién sérica de IL-8 de pacientes
con asma (90,06 + 113,4 pg/ml) y no asmaticos (55,92 + 45,92 pg/ml) comparados
con el control (29,55 + 5,81 pg/ml).
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IV.2.3.4.2. Concentracion sérica de las quimioquinas IL-8, RANTES y MCP-1, en

pacientes con asma o0 no, segun tipo de agente microbiano

Se pretendidé investigar como variaban las concentraciones de IL-8, MCP-1 y
RANTES en los pacientes con asma y no asmaticos cuando presentaban una

infeccion viral, bacteriana o mixta.

Se objetivo en el grupo de pacientes no asméticos que solo la infeccion mixta
(18,74 + 4,92 pg/ml) produjo un incremento significativo (p<0,05) en la concentracion
sérica de MCP-1 con respecto al control (13,75 + 2,08 pg/ml). El nivel de esta
quimioquina mostrada por los pacientes con infeccion mixta no difirié de los que
padecian infeccion viral (15,60 + 2,18 pg/ml) o bacteriana (18,17 + 1,47 pg/ml), y

estas Ultimas tampoco difirieron con respecto al grupo control (Figura 43A).

El grupo de pacientes asmaticos mostraron un incremento en la concentracion
circulante de MCP-1 tanto cuando estuvo presente la infeccion viral (39,26 + 8,20
pg/ml) como cuando estuvo presente la infeccion mixta (29,78 + 1,51 pg/ml),
comparado con el control (13,75 + 2,08 pg/ml) y con los pacientes con infeccion
bacteriana (16,43 = 1,36 pg/ml) (Figura 43B).

501 50 b
(A) @ Control (8) @ Control

404 @ No Asm Viral 404 B Asm Viral
z @ NoAsm Bacterina £ ¢ Wl Asm Bacteriana
3 01 . @ No Asm Infec. Mixia 3 307 @ Asm Infec. Mirta
- ab -
i 01 4 ab b M, d
2 S

104 10-

0- 04

Figura 43. Variacion en la concentracion sérica de MCP-1 en pacientes no asméticos (A)
(virus n=16; bacteria n= 3; mixto n=6); y asmaticos (B) (virus n=5; bacteria n=5; mixto n=4)
con IRA segun tipo de agente causal. Las concentraciones fueron determinadas por ELISA.
Los datos representan X + DE y analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras

diferentes entre las columnas, indican diferencias significativas (p<0,05)
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En lo que respecta a la concentracion de RANTES, se objetivd como en
pacientes no asmaticos la concentracion de esta quimioquina fue superior en los que
presentaron infeccion viral (2375 +689,00 pg/ml) y mixta (2519 + 98,85 pg/ml)
comparados con el control (1536 + 235,90 pg/ml), y con los que tenian infeccion
bacteriana (1490 +£19,06 pg/ml). No se observaron diferencias entre los pacientes
con infeccion viral y mixta, y entre los que padecian IRA bacteriana y el grupo control
(Figura 44A).

En los pacientes asméticos, se pudo apreciar como la concentracion de
RANTES estuvo aumentada (p<0,05) en la poblacion con infeccion viral (4663,00 +
337,2 pg/ml) y mixta (3326,00 + 857,20 pg/ml) cuando se compararon con el control y
con los pacientes con infeccidbn bacteriana (1423,00 + 25,50 pg/ml). No hubo
diferencias entre los que presentaron infeccién viral y mixta, y entre los que tenian

infeccion bacteriana y los controles (Figura 44B).
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Figura 44. Variacion en la concentracion sérica de RANTES en pacientes no asmaticos (A)
(virus n=16; bacteria n= 3; mixto n=6); y asmaticos (B) (virus n=5; bacteria n=3; mixto n=4)
con IRA segun tipo de agente causal. Las concentraciones fueron determinadas por ELISA.
Los datos representan X + DE y analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras
diferentes entre las columnas, indican diferencias significativas (p<0,05)

Ninguna diferencia fue observada en la concentracién sérica de IL-8 de los
pacientes con IRA viral, bacteriana y mixta asmaticos y no asmaticos, cuando fueron

comparados entre ellos y con el grupo control.
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IV.2.3.4.3. Concentracion sérica de las quimioquinas (IL-8, MCP-1 y RANTES) en

pacientes con IRA viral, bacteriana y mixta segun presencia o no de asma.

Con el fin de evidenciar si la presencia de asma variaba las concentraciones de
las quimioquinas IL-8, MCP-1 y RANTES cuando el paciente padecia de IRA viral,
bacteriana o mixta, se compararon los niveles circulantes de estas quimioquinas en

los pacientes de estos tres grupos.

El asma en los pacientes con IRA viral afectd la concentracion de MCP-1 y
RANTES con incrementos significativos con respecto al control y al grupo de no
asmaticos. El nivel circulante de MCP-1 fue superior (p<0,05) en los pacientes con
asma (39,26 + 8,20 pg/ml) con respecto al grupo control (13,75 + 2,07 pg/ml), y al de
pacientes no asmaticos (15,73 + 2,02 pg/ml), no se observaron diferencias entre los

no asmaticos y el control (Figura 45A).

En el grupo de pacientes asmaticos se observé un incremento (p<0,0001)
sérico en la concentracion de RANTES (4663 + 377,2 pg/ml) con relacién al control
(1536 + 235,9 pg/ml) y al grupo de no asmaticos (2291 + 667,3 pg/ml). Los no
asmaticos también mostraron un nivel de esta citoquina superior (p< 0,05) al de los

del grupo control (Figura 45B).
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Figura 45. Variacion en la concentracion sérica de MCP-1 (A) y RANTES (B) en pacientes
con IRA de etiologia viral segun su condicion de asmaticos asmaticos (n=5) y no asmaticos
(n=16). Las concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE
y analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras diferentes entre las columnas,

indican diferencias significativas (p<0,05)
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Para el grupo de pacientes con infeccion bacteriana, el asma afecto los valores

de quimioquinas séricas de la siguiente forma:

La concentracion circulante de MCP-1 resulté elevada (p<0,05) en pacientes
con asma (18,17 + 1,47pg/ml) y sin ella (18,16 + 1,29pg/ml) cuando se compararon
con el grupo control (13,75 + 2,08pg/ml), no hubo diferencias entre asmaticos y no
asmaticos (Figura 46A). El RANTES sérico solo se observd incrementado en los
pacientes asmaticos con infeccion bacteriana (2050 + 71,33pg/ml) en comparacion
con el control (1536 + 235,9pg/ml) y con el grupo de no asmaticos (1490 +
19,06pg/ml), no evidenciamos diferencias entre los pacientes no asmaticos y los

controles (Figura 46B).
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Figura 46. Variaciéon en la concentracion sérica de MCP-1 (A) y RANTES (B) en pacientes
con IRA de etiologia bacteriana segun su condicion de asmaticos (no asmaticos=3;
asmaticos=5). Las concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan
X + DE y analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras diferentes entre las
columnas, indican diferencias significativas (p<0,05)

Cuando los pacientes tuvieron IRA provocado por infecciones mixtas o
coinfecciones, se observéd un incremento sérico en el nivel circulante de MCP-1 tanto
en los pacientes asmaticos (29,78 + 1,51pg/ml) como en los que no padecian asma
(18,74 + 4,92pg/ml) cuando fueron comparados con el control (13,75 + 2,08pg/ml),

observandose mayor concentracion en asmaticos vs los no asmaticos (Figura 47A).
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El RANTES también mostré un nivel circulante superior en los pacientes con asma
(3326 + 857,2pg/ml) y sin ella (2519 + 98,85pg/ml) cuando lo comparamos con el
control (1536 *+ 245,9pg/ml), esta concentracion de RANTES fue superior en

asmaticos cuando se compararon con los no asmaticos (Figura 47B).
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Figura 47. Variacién en la concentracion sérica de MCP-1 (A) y RANTES (B) en pacientes
con IRA de etiologia mixta segun su condicién de asméaticos (no asmaticos=6; asmaticos =
4). Las concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y
analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras diferentes entre las columnas,
indican diferencias significativas (p<0,05)

El asma no afect6 la concentracion de IL-8 para ningun tipo de infeccion (viral,

bacteriana y mixta).
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IV.3. Andlisis del efecto inductor de produccion de citoquinas por

virus en cultivos de monocitos procedentes de sujetos sanos.

IV.3.1. Concentracién de las citoquinas proinflamatorias IL-13 y TNFa en

monocitos inoculados con virus

Se estimé conveniente analizar la produccion de citoquinas en cultivos de
CMSP, para evaluar la respuesta inflamatoria mediada por la produccion de
citoquinas en estas células estimuladas por los virus aislados de los mismos

pacientes con IRA.

Cuando se midio la concentracién de IL-1B en el sobrenadante de los cultivos
de monocitos infectados con VSR, parainfluenza, y adenovirus virus, se observé que
tanto VSR (1139 * 349,1 pg/ mg proteina) como parainfluenza (1582 + 485,00 pg/ mg
proteina) y adenovirus (1992 + 650,20 pg/ mg proteina), promovieron un efecto
inductor en la produccion de esta citoquina que fue significativo (p<0,05) con
respecto al control (344,9 + 102,50 pg/ mg proteina).También se evidencio
diferencias estadisticas significativas en la concentracion de IL-1 entre VSR y

adenovirus (Figura 48A).

Cuando se determiné el nivel de TNFa en el sobrenadante de los cultivos de
células mononucleares se pudo observar que el VSR (1835,00 + 653,50 pg/ mg
proteina), parainfluenza (2095,00 + 284,50 pg/ mg proteina) y adenovirus (1813,0 *
344,10 pg/ mg proteina) mostraron un efecto inductor en la produccion del TNFa
significativamente mayor (p<0,05) comparado con el control (711,9 £+ 56,20 pg/ mg
proteina). En este caso, no se evidencié diferencias entre la respuesta de los

diferentes virus sobre la produccion de TNFa (Figura 48B).
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Figura 48. Efecto inductor de produccion de citoquina IL-1 3 (A) y TNFa (B) por los virus en
cultivo de monocitos. VSR (n=14), parainfluenza (n=7), adenovirus (n=9), control (n=4). Las
concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X + DE y analizadas
con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras diferentes entre las columnas, indican
diferencias significativas (p<0,05)
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IV.3.2. Concentracion de las citoquinas Th2: IL-4 e IL-5 en monocitos

cultivados con virus.

La concentracion de IL-4 en el sobrenadante de los cultivos de monocitos se
encontré aumentada con respecto al control (35,17 + 10,55 pg/ mg proteina) cuando
se evalu6 el efecto inductor del VSR (88,44 + 9,82 pg/ mg proteina), del
parainfluenza (90,73 + 12,16 pg/ mg proteina) y de adenovirus (81,52 + 14,63 pg/ mg
proteina). No se observo diferencias en la produccién de esta citoquina por los

diferentes virus (Figura 49A).

Al medir la concentracion de IL-5 en el sobrenadante de CMPS, pudo
objetivarse que solamente parainfluenza (871,8 + 163,3 pg/mg proteina) mostré un
efecto inductor significativo (p<0,05) en la produccion de IL-5 con respecto al control
(426,4 + 122,8 pg/ mg proteina). Las concentraciones de IL-5 medida en el

sobrenadante de los cultivos inoculados con VSR (772,3 + 263,6 pg/mg proteina) y

adenovirus (802,3 + 170,3 pg/ mg proteina) no evidenciaron diferencias cuando
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fueron comparados con el grupo control. Tampoco en el patron inducido por los

diferentes virus (Figura 49B).
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Figura 49. Efecto inductor de produccion de citoquinas IL-4 (A) e IL-5 (B) por virus en células
mononucleares adherentes cultivadas. VSR (n=14), parainfluenza (n=7), adenovirus (n=9),
control (n=4). Las concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los datos representan X
+ DE y analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras diferentes entre las
columnas, indican diferencias significativas (p<0,05)

IV.3.3. Concentracion de las quimioquinas MCP-1, IL-8 y RANTES en monocitos

cultivados con virus

Al medirse el nivel de quimioquinas en el sobrenadante de los cultivos de
células mononucleares, se pudo observar como hubo un incremento significativo
(p<0,05) en el poder inductor de produccién de citoquinas MCP-1 por el VSR (607,5
+ 150,4 pg/ mg proteina) y con parainfluenza (559,0 + 149,6 pg/ml), pero no cuando
fueron realizados con adenovirus (448,4 + 233,8 pg/ mg proteina) al observarse

diferencias con respecto al control (272,1 + 36,85 pg/ mg proteina) (Figura 50).
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Figura 50. Efecto inductor de produccioén de citoquina MCP-1 por células adherentes
circulantes de sujetos sanos inoculadas con virus. VSR (n=14), parainfluenza (n=7),
adenovirus (n=9), control (n=4). Las concentraciones fueron determinadas por ELISA. Los
datos representan X + DE y analizadas con ANOVA y post-test de Bonferroni’s. Letras
diferentes entre las columnas, indican diferencias significativas (p<0,05)

No se observaron cambios en la produccién de la IL-8 en cultivos con VSR
(978,0 + 239,4 pg/mg proteina), parainfluenza (1133,0 + 250,5 pg/mg proteina) y
adenovirus (961,3 + 130,2 pg/mg proteina) cuando se compraron con el grupo control
(648,1 + 164,4 pg/mg proteina), ni tampoco entre los tipos de virus (datos no

graficados).

No se observd efecto inductor en la produccion de RANTES por monocitos
cultivados con VSR (5227 + 4142 pg/mg proteina), parainfluenza (4582 + 3563 pg/mg
proteina) y adenovirus (718 + 123,4 pg/mg proteina) cuando se compararon con el
grupo control (1439 + 139,8 pg/mg proteina). Tampoco se observé ninguna diferencia
en las concentraciones de RANTES entre los diferentes tipos de agentes virales

(datos no graficados).
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Discusion

El desarrollo de la discusion de nuestros resultados, se realiza conforme al

orden seguido en la presentacion de los resultados.

V.1. Epidemiologia de las infecciones respiratorias.

En Venezuela, las IRA’s ocupan el primer lugar como causa de consulta médica
como lo indica el boletin epidemiolégico del Ministerio del Poder Popular para la
Salud (MPPS, 2011). Estas patologias ocupan actualmente el 71,43% de los casos de
enfermedades de mayor consulta. A pesar que la mayoria de casos reportados en el
pais son nifios, los adultos también ocupan un porcentaje importante (25%) de esta

poblacién afectada.

En nuestro estudio se incluyeron pacientes adultos con IRA que eran asmaticos
y no asmaticos. Debido al caracter traslacional del estudio con especial énfasis en la
respuesta inmunitaria/inflamatoria sistémica asociada a la IRA, se seleccionaron
enfermos en los que se minimizase el posible impacto de otras patologias asociadas.
Se pretendié conseguir un grupo homogéneo de pacientes que no presentasen
enfermedades o tratamientos que interfiriesen con el sistema inmunitario, por lo
tanto, detectar el impacto de la IRA sobre el sistema de respuesta inmunitario. Asi,
del tamafio muestral analizado de 161 pacientes, sOlo 43 (27%) reunieron los
criterios de inclusién y no presentaban los de exclusion exigidos en nuestro estudio
(43/161).

En relacién con nuestro estudio, un aspecto relevante es el relacionado con las
caracteristicas bioldgicas del agente etiologico de las IRA’s, y el patrén de afectacion
inflamatoria/sistémica asociado. Desde una perspectiva operativa, identificamos el
agente etioldgico de la IRA de nuestros pacientes, y se clasificé microbiolégicamente
como de origen viral, bacteriano y mixto (viral mas bacteriano). Las IRA’s
identificadas fueron clasificadas como neumonias, bronquitis y otros, incluyendo en

este ultimo grupo a los pacientes con IRA’s de tracto respiratorio alto.
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El tipo de agente microbiolégico mas frecuentemente encontrado como
responsable de la IRA en el presente estudio fueron los virus, tanto en el grupo de
asmaticos y no asmaticos; asi como, en las formas clinicas de IRA (neumonia y

bronquitis).

De los virus detectados en las muestras de nuestros pacientes, el VSR fue el
principal agente causante de las IRA’s. Estos hallazgos coinciden con estudios de
Sequeira et al. (1999), quienes afirman que el VSR fue el principal agente causal de
las IRA’s asociado a neumonia seguido por parainfluenza. Igualmente, Bellizona et
al. (2000) en Uruguay, también describen al VSR como principal agente causal de las
IRA’s, pero seguido de adenovirus. Reportes mundiales coinciden en que el virus de
influenza es el principal causante de neumonias, informacion que contrasta con los
resultados de esta investigacion. Igualmente, a diferencia de los actuales hallazgos,
Giron et al. (2005), aislaron parainfluenza, influenza y adenovirus como causantes
primordiales de IRA en un estudio retrospectivo realizado en Venezuela entre 1998 a
2004. Sin embargo, en EEUU un estudio epidemiolégico en adultos sefialé a los
agentes causales bacterianos como principales protagonistas de las neumonias
agudas extrahospitalarias en adultos, sefialando al Streptococcus pneumoniae como

el principal agente causal (Bantar et al., 2002).

Los agentes virales como causa de neumonias extrahospitalarias esta sub
registrado en Venezuela, hay pocos datos epidemiolégicos; sin embargo, se ha
descrito que los virus influenza, parainfluenza y VSR como responsables de este tipo
de neumonias, especialmente en pacientes susceptibles. Nuestros hallazgos son un
poco atipicos en este aspecto, si se considera la cantidad de criterios de inclusién y
exclusion utilizados, sin embargo, el nimero limitado de muestras, no permite
concluir en relacion a la frecuencia de agentes responsables de las IRA’s
extrahospitalarias en Venezuela, solo nos permitira tener una idea global de la
poblacion con que se cuenta para el estudio de la respuesta inmunoldgica/

inflamatoria producida por diferentes agentes etiolégicos.
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El relacién a los pacientes con bronquitis del presente estudio, los virus aislados
con mayor frecuencia fueron adenovirus seguido por VSR. Estos resultados
coinciden con los de Miller (1992), quien también afirma que el VSR y el adenovirus
son los principales causantes de este tipo de infecciones. Sin embargo, Gonzales y
Sande (2000) afirman que los virus especificos més frecuentemente asociados en
orden de frecuencia con bronquitis aguda son influenza A y B, parainfluenza 3, VSR,
coronavirus, adenovirus, y rinovirus. Otros investigadores también afirman que
parainfluenza, VSR y adenovirus son los virus méas frecuentemente aislados en los
cuadros de bronquitis (Belmonte et al., 2008). Estos autores sefialan como principal
causa de bronquitis no complicada a agentes virales particularmente influenza; sin
embargo, este virus fue detectado en apenas uno de los pacientes con IRA del tracto

respiratorio alto.

Con respecto a la entidad clinica que denominamos “otros” (pacientes con
faringitis, rinofaringitis, amigdalitis, rinitis, laringotraqueitis) en nuestro estudio, se
encontr6 a VSR y adenovirus como causantes de estos cuadros. En una
investigacién realizada por Monto y Lehmann (2001) en hisopados provenientes de

pacientes con faringitis, los autores coinciden con nuestros hallazgos.

Segun podemos extraer de lo anterior, exceptuando lo observado en el grupo
de pacientes clasificados como “otros”, la infeccion viral seguida de una infeccion
mixta (viral mas bacteriana); habla en favor del papel relevante que juegan los
agentes virales en el curso de las neumonias y bronquitis. Investigaciones afirman
que las IRA’s suelen complicarse con sobreinfecciones bacterianas, los autores
afirman que probablemente esta sea la causa de la mayor frecuencia de infeccion

mixta que sigue a la infeccidn viral (Enciclopedia de Salud Publica, 2011).
Las infecciones bacterianas ocuparon el ultimo lugar como causante de IRA, lo

cual sustenta los hallazgos que sugieren que la etiologia bacteriana no juega un

papel destacado en este tipo de infeccion. Firman (2002), afirma que en la mayoria
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de los casos (90%), las bronquitis agudas no complicadas presentan una causa no

bacteriana.

En un resumen de multiples estudios realizados en Europa, norteamérica y
Oceania sobre la etiologia de la neumonia intra y extra hospitalaria, Moreno y
Riquelme (2005), describen al Streptococcus pneumoniae (16 — 22%), seguido por
Chlamydia pneumoniae (14%) y en tercer lugar los virus como causa de neumonias
extrahospitalarias (12%); en pacientes con neumonia intra hospitalaria los virus
ocupan el segundo lugar (9,4%) después del Streptococcus pneumoniae (21,7%); sin
embargo, es conveniente resaltar el papel relevante de los virus como agentes
etiologicos responsables de las neumonias en los pacientes no hospitalizados de

nuestro estudio.

Los agentes bacterianos aislados en el 18% de los pacientes, evidenciaron al
Streptococcus pneumoniae como el primer agente causal de IRA con 31% de los
casos, seguidos por Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; Pseudomonas
aeruginosa,; Staphylococcus aureus, y Streptococcus beta hemoliticos. Los agentes
gram negativos parecen estar asociados con alteracion de los mecanismos inmunes
provocados por desnutricion, cirugia y exposicion a antibiéticos, lo cual favorece la
colonizacion de este tipo de bacterias en el ambiente orofaringeo (Rodriguez y
Martinez, 2002), factores que fueron considerados y excluidos en los pacientes
incluidos en el presente trabajo.

En un estudio prospectivo realizado por Garriste-Chevret (2002), se concluyé
que la colonizacién de la orofaringe por bacterias gram negativas es un factor
predisponerte para el desarrollo de IRA’s en el tracto respiratorio inferior. Dado los
criterios utilizados para la seleccion de los pacientes para llevar a cabo la presente
investigacion podria pensarse que microorganismos como Pseudomona aeruginosa
fueron adquiridos a través de los equipos de micronebulizacion utilizados para
terapia respiratoria (Maravi-Poma et al., 2000), los cuales, en muchos centros de salud

de la regidén son reutilizados, y los métodos de esterilizacibn a los cuales son
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sometidos, no son los mas adecuados, lo cual podria estar favoreciendo la
colonizacion faringea de bacterias nosocomiales, de hecho el microorganismo fue

detectado en uno solo de los pacientes con diagndstico de faringitis.

Un grupo de pacientes, no fueron incluidos en este estudio debido a que
presentaron negatividad tanto para el diagndstico viral como bacteriano,
probablemente debido al manejo no manifiesto del paciente con antibioticoterapia
previa a la toma de muestra lo cual hizo dificil el aislamiento de agentes bacterianos;
por su parte, otros virus como citomegalovirus y herpesvirus, pueden llegar a causar
infeccion respiratoria seguida de un cuadro clinico primario, pero éstos no fueron

incluidos.

Nuestros resultados aportan evidencias sobre el patrén etioldgico de las IRA’s
en una pequefia poblacibn de Venezuela cuyas condiciones ecoldgicas,
socioeconémicas y demograficas pudieran haber conllevado a este tipo de infeccidn
viral, que suele diagnosticarse principalmente en nifios menores de 5 afios y en
adultos mayores de 65 afos, segun datos mostrados por la literatura nacional e
internacional. Los principales factores de riesgo estan determinados por la edad,
residencia del paciente, condicion social y comorbilidad. La condicion
socioeconémica muchas veces se convierte en un factor que influye e incidencia de
enfermedades prevenibles. Al respecto se sabe que las IRA’s son mas frecuentes en
grupos socioeconémicos bajos y en paises en vias de desarrollo. El lugar geografico
y la estacion del afio cuando aumenta la incidencia de gripe y otras infecciones

respiratorias, se produce un incremento de neumonias bacterianas secundarias.

Las IRA’s virales o combinadas con bacterias también han sido detectadas en
la mitad de los casos en adultos no inmunocomprometidos por De Roux et al. (2004),
los autores sostienen que las IRA’s virales en adultos con neumonia adquirida en la
comunidad (NAC) podrian convertirse en un punto de partida para la comprension
cabal de la relevancia de los virus respiratorios en su etiologia, pronostico y manejo

terapéutico.
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Al analizar la frecuencia de agentes virales en adultos asmaticos y no
asmaticos, también se encontr6 al VSR como el agente etiologico de mayor
frecuencia en ambos grupos, seguido por adenovirus en el grupo de no asmaticos
con casi igual nimero de casos. La presencia de VSR en adultos asmaticos también
fue evidenciada por Valero et al. (2005) en una poblacién venezolana de pacientes
con IRA. Ciertas literaturas coinciden que el asma esta asociada en adultos
mayormente a rinovirus. Estudios sefialan que aunque la deteccion y aislamiento de
virus en adultos asméticos varia ampliamente, la infeccion respiratoria viral es la
causa mas comun de exacerbaciones de asma aguda (Friedlander et al., 2005; Contoli et

al., 2005).

Otras investigaciones indican que, el asma bronquial incrementa la
susceptibilidad de infecciones virales respiratorias haciendo que los individuos
presenten mas sintomas respiratorios combinado con reduccion de la funcion
pulmonar, evento que no se observa en individuos no infectados (Martinez et al., 2005;
Holts et al., 2005). En este sentido, es dificil concluir que fue la infeccién viral lo que
predispuso al asma o fue el asma de los individuos evaluados lo que los predispuso

a la infeccion viral.

Pese a que los resultados de nuestro estudio indican que la infeccién bacteriana
en asmaticos superé en porcentaje a la de los pacientes no asmaticos con IRA; el
tamafio muestral incluido limita su posible significacion. Sin embargo, hasta ahora no
se han encontrado datos que enlacen la infeccion bacteriana con asma, y la
informacion que existe es de mera asociacion, sin haberse probado hasta ahora una

relacion de causalidad (Alvarez y Alvarez, 2007).
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V.2. Respuesta inflamatoria sistémica en IRA. Asociaciones clinicas y

etioldgicas.

En nuestro trabajo hemos pretendido investigar el patron e intensidad de la
respuesta inflamatoria/sistémica producida por una IRA en un sujeto sin patologia
asociada. Los mecanismos implicados en la induccion de la respuesta inflamatoria a
una infeccion son diversos y se relacionan con las caracteristicas del gérmen causal,

localizacion y carga microbioldgica, y la capacidad de respuesta del huésped.

Teniendo en cuenta esas premisas, en el analisis de la respuesta del sistema
inmune inflamatorio a un agente infeccioso, es importante identificar las fases de
desencadenamiento y activacidon inmunitaria con generacién de células efectoras
antiinfecciosas y la infiltracién del tejido afectado por las células inmunocompetentes
e inflamatorias. Por lo tanto, decidimos estudiar a nivel circulante, las citoquinas IL-13
y el TNFa, que se consideran claves en el desarrollo de la respuesta inflamatoria.
Con el objetivo de conocer la relevancia de las caracteristicas del sistema inmune del
huésped, seleccionamos citoquinas marcadoras del patron de diferenciacion Th2 (IL-
4 e IL-5). Finalmente, como quimioguinas extremadamente relevantes en la
regulacion del proceso e infiltracion tisular inflamatoria, decidimos cuantificar los
niveles de IL-8, el MCP-1 y el RANTES. Ademas, incluimos en el estudio de forma

comparativa a pacientes con asmay sin ella.

V.2.1. Citoquinas proinflamatorias.

Nuestros resultados, claramente demuestran que la IRA se asocia a una intensa
respuesta sistémica con elevacion de los niveles circulantes de IL-1p y TNFa. Debe
sefalarse gue globalmente en este sindrome la intensidad de la respuesta sistémica
de estas citoquinas proinflamatorias es similar en pacientes asmaticos y en lo que no
lo son. Por lo que, no se puede inferir que la condicion subyacente de esta patologia

sea determinante de la respuesta sistémica/inflamatoria.

121



Discusion

En vista de lo anterior, se analizé la produccion de IL-1p provocada por los
agentes infecciosos en los pacientes asmaticos para compararlos con los no
asmaticos, y se observd que la infeccion viral parece tener el mayor efecto inductor
en la producciéon de IL-18 cuando los pacientes eran asmaticos, dado que dicha
concentracion estuvo incrementada en el suero de estos pacientes tanto cuando
presentaron infeccion viral como mixta. Una respuesta similar se observo en no
asmaticos. Lo anterior es indicativo de que el asma no parece determinar la
respuesta inmunitaria sistémica, mediada por IL-1B, provocada por los virus, en los

pacientes con IRA.

A diferencia de los resultados obtenidos con IL-1B, a pesar de que se
observaron niveles séricos de TNFa incrementados con respecto al control normal en
los pacientes asmaticos, la infeccion viral no provocé una produccion de TNFa sérico
superior a la observada en las infecciones bacterianas. Por el contrario, en pacientes
no asmaticos, la infeccion viral se asocid a un mayor e intenso aumento de los
niveles circulantes de esta citoquina con respecto a la producida por la de etiologia
bacteriana. Ademas, se cuantificaron los niveles de TNFa circulantes en pacientes
asmaticos con infeccion viral, y fueron significativamente inferiores a los observados

en los no asmaticos.

Las células epiteliales bronquiales son las dianas esenciales de infeccion y
replicacion viral. Estan involucradas en la produccién e inflamacion de las vias
aéreas con generacion de la respuesta inflamatoria y la consiguiente produccion de
citoquinas proinflamatorias, quimioquinas y otros mediadores inmunol6gicos (Holgate
et al., 2006). Este evento debe participar de forma critica en la induccién de la
respuesta sistémica con elevacion de los niveles circulantes de IL-1p y TNFa. Sin
embargo, no es posible establecer si las células productoras de estas citoquinas son
las residentes o las que infiltran el tejido inflamado bronquial y/o son células
inmunitaria/inflamatorias de otras localizaciones, estimuladas por posibles particulas

virales o como consecuencia de la recirculacion leucocitaria. Estd demostrado el
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efecto tan importante que ejerce el TNFa en la bronquitis (Mukhopadhyay et al., 2006);
pero, otros estudios afirman la poca participacion que tiene esta citoquina en el curso

de neumonias (De Werra et al., 1997).

El patron diferencial de comportamiento de estas dos citoquinas en las
infecciones virales en asmaticos y no asmaticos, es un hecho biolégico que pone de
manifiesto la relevancia del huésped en la interaccién con los gérmenes y la posible

anomalia de la inmunorregulacion que presentan los sujetos asmaticos.

Existen estudios que sostienen que la IL-1p sérica estd incrementada en
pacientes con asma alérgica (Thomas y Chhabra, 2003). También Zhang et al. (2007)
hallaron IL-1f aumentada en lavados broncoalveolares de pacientes asmaticos, y

consideran que desempefia una funcién patogénica relevante.

Puesto que en los analisis estadisticos se utilizo el pool de virus (tanto VSR,
como parainfluenza y adenovirus) para evaluar las variaciones séricas de las
citoquinas proinflamatorias, quisimos investigar en los pacientes la respuesta
sistémica provocada por cada virus en particular, y no se observaron diferencias en
las concentraciones de las citoquinas proinflamatorias séricas. Esto indica, que la
intensidad de la eficacia de la respuesta sistémica inflamatoria generada por la
infeccidn respiratoria provocada por estos virus, es similar en términos cualitativos, y

no se identifican diferencias biolégicas relevantes.

Yasuda et al. (2005) encontraron que los virus parainfluenza, adenovirus; asi
como los enterovirus identificados en un grupo de pacientes asmaticos estan
implicados como causantes de exacerbacién del asma aguda, y en la produccién de
mediadores quimicos que inducen inflamacién y broncoespasmo. Cabe resaltar que
una limitacién de la presente investigacion la constituyé el hecho de no contar con

suficiente cantidad de muestras, para evaluar por separado la produccion de
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citoquinas por los diferentes virus en los grupos de asmaticos y compararlos con los

no asmaticos.

En relacion a las infecciones bacterianas como causas de IRA’s, debe
sefialarse que la respuesta sistémica inflamatoria muestra un patrén diferente que el
observado en los procesos virales. Se objetiva aumento de TNFa pero no de IL-1p.
Ademas, los niveles observados de TNFoa son significativamente inferiores a los
cuantificados en los pacientes con procesos virales. Hay estudios que afirman que la
concentracion de TFNa e IL-6 se mantienen normales en pacientes con neumonia
bacteriana (De Werra et al., 1997). Este comportamiento diferente, sugiere que la
intensidad de la respuesta inflamatoria es distinto y desde luego, su repercusion
sistémica en términos de citoquinas proinflamatorias. La causa de ese mecanismo
desigual, no se puede establecer, pero se podria relacionar con diferentes patrones
de activacion monocitaria y linfocitaria T, asi como, con su recirculacién y/o paso de
particulas virales o bacterianas al torrente sanguineo. La condicién de padecer asma,
determina un comportamiento diferente a las infecciones virales, observandose una
respuesta sistémica similar en los niveles de IL-13, pero un marcado aumento en los

de TNFa.

Pese que investigadores afirman que la relaciébn entre las infecciones
bacterianas y el asma no parece tener un vinculo tan estrecho como las infecciones
virales (Ogra, 1989), existen poco estudios donde se comparen las variaciones de las
citoquinas proinflamatorias séricas en pacientes con asma que presenten las tres
modalidades de infeccion (viral, bacterino y mixto) que se contemplaron en este
estudio. En una investigacion realizada por Wang et al. (1999) los autores
consiguieron concentraciones de TNFo mas altas en pacientes con neumonia

bacteriana que en pacientes con VSR.
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V.2.2. Citoquinas del patron Th2 (IL-4, IL-5).

Desde una perspectiva de comprension biolégica de la respuesta inmune
inflamatoria a las IRA’s, es relevante estudiar no solo las citoquinas implicadas en la
respuesta innata, y en el desencadenamiento de la adaptativa, si no también, las que
participan en los procesos de amplificacion y activacion clonal y linfocitaria. Por lo
tanto, decidimos estudiar los niveles séricos de citoquinas que participan en la

respuesta linfocitaria adaptativa a T.

En este interés por la caracterizacidon de la respuesta sistémica de la IRA
estratificada por el tipo de agente etiolégico, el sindrome anatomo/clinico establecido,
consideramos relevante investigar la participacién del huésped en su modulacion.
Por este motivo, estratificamos los pacientes por padecer o no asma. Es conocido
qgue la condiciébn de asmatico estd asociada a un patron preferencial Th2 en estos
enfermos con incremento de la IL-4 primordialmente (Barnes, 2001). Por lo tanto, era
relevante conocer si la estimulacion inflamatoria infecciosa de naturaleza virica y/o
bacteriana, determinaba una diferente respuesta sistémica en funcion del subyacente

uso preferencial de la via Th2.

Nuestros datos demuestran que los niveles circulantes de IL-4 e IL-5 aumentan
significativamente durante la IRA sin detectarse diferencias significativas asociadas

al agente causal, sindrome anatomo/clinico padecido, o condiciéon de asmatico.

Las investigaciones sostienen que las infecciones virales (por ejemplo con VSR)
en pacientes asméaticos desvian la respuesta a Th2 mediada por IL-4 (Stanciu et al.,
2005). Al respecto, Zhang et al. (2010), en un estudio realizado en esputo de adultos
asmaticos infectados con agentes virales (VSR, influenza, parainfluenza),
concluyeron que las exacerbaciones de asma inducidas por las infecciones virales,
desvian la respuesta inmunitaria a Th2 por deterioro de la respuesta inmunitaria
antivirica Thl. A pesar que la mayoria de los casos diagnosticados en nuestra

investigacién presentaron infeccién con VSR, no se evidencié esta tendencia tal vez
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debido al ndmero de muestras analizadas o al hecho de que en una respuesta
sistémica la cantidad de factores involucrados pueden contribuir a las diferencias

observadas con respecto a los estudios realizados por estos autores.

Existen pocos ensayos sobre medicion de citoquinas séricas en adultos con
IRA’s con infecciones virales, bacterianas y mixtas, por lo cual, no se pudieron
comparar nuestros hallazgos. Por otra parte, en nuestros ensayos no se incluyeron
citoquinas representantes de la subpoblacion Thl como por ejemplo el IFNy por
razones de disponibilidad de reactivos que permitieran concluir en relacion al balance

Th1/Th2 que inicialmente fue uno de los objetivos de esta investigacion.

Cabe destacar que los individuos asmaticos que participaron en el estudio eran
atopicos identificados por historia clinica (personal y familiar), y existen estudios que
afirman que los macréfagos alveolares tienen influencia sobre la produccion de IL-5
en asmaticos atdpicos pero no en los no atdpicos (Tang et al., 1998; Pené et al., 1994), lo
qgue pudiera explicar la respuesta Th2 en los pacientes asmaticos no tan marcada
como pudiera obtenerse en casos de asma atdpica; aunque existen autores que
afirman que es posible conseguir niveles séricos elevados de IL-5 e IL-4 en pacientes
atopicos como no atopicos con patologias respiratorias (Joseph et al., 2004). De hecho

en nuestro estudio se observo una correlacidén positiva entre ambas citoquinas.

Varias investigaciones sugieren, que aunque la activaciéon de los mastocitos
por alergenos estimula la sintesis local de IgE, a partir de antigenos captados por los
linfocitos B que promueven la liberacion de citoquinas como IL-4 e IL-13; este
mecanismo es importante en el asma intrinseca o no atépica donde los niveles
locales de IL-4 e IL-13 también son elevados. Ademas, la presencia de receptores
para IgE en biopsias bronquiales de pacientes con asma intrinseca, asi como, la
relacion existente entre los niveles de IgE total y la prevalencia del asma, han llevado
a postular que todas las formas de asma estan en alguna medida relacionadas a la
IgE (Humbert et al., 1996). No obstante esta afirmacion, en el analisis de correlacion

estadistica realizada en la presente investigacion, no se visualizo correlacion positiva
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entre IgE con IL-4, esta ultima involucrada en el cambio de switch a IgE (Murphy et al.,
2010); lo que pudiera sugerir que la ausencia de atopia en los pacientes estudiados
explicarian la falta de incremento de IgE en los pacientes asmaticos con respecto al

control (resultados no graficados).

V.2.3. Quimioquinas: MCP-1, RANTES e IL-8

En el desarrollo de nuestro trabajo consideramos también relevante el
comportamiento biologico de quimioquinas implicadas en la regulacion del proceso
de trafico e infiltracion leucocitaria del tejido inflamado. Nuestros datos ponen de
manifiesto un comportamiento no homogéneo de las quimioquinas que regulan el
trafico leucocitario de granulocitos, linfocitos y/o células monocitarias. Asi, no se
observa ningun impacto de la infeccion de la IRA en los niveles circulantes de IL-8;
sin embargo, el padecer sindrome anatomo/clinico neumonico, produce un
significativo incremento de MCP-1 y RANTES.

De forma interesante, y coincidente con lo observado con citoquinas
proinflamatorias, la intensidad de la repercusion sistémica es mayor en los pacientes
que sufren una infeccion viral; por lo tanto, se refuerza el caracter sistémico de los
procesos infecciosos respiratorios de etiologia viral. La condicibn de asmatico

también conlleva a una mayor intensidad de esta respuesta.

La forma clinica de IRA neumonia, resulté incrementar los niveles circulantes de
MCP-1 y RANTES; no se observd incremento en IL-8 en el grupo de pacientes de
este estudio.

La infeccion viral en los pacientes evaluados, podria ser una desencadenante
del incremento de las quimioguinas RANTES y MCP-1 en pacientes con neumonia,;
mientras que en los pacientes con bronquitis el mayor incremento sérico de estas

guimioguinas se observo en la poblacién con infeccibn mixta (coinfecciones). Este
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incremento sistémico de quimioquinas ha sido descrito en pacientes pediatricos con
IRA provocada por VSR (Sung et al., 2001; Patel et al., 2009). Ademas, se ha referido la
participacion de diversas quimioquinas como moléculas caracteristicas del proceso
patoldgico durante las infecciones virales, por lo que se ha establecido que éstas son
directamente responsables de la inflamacion tipica de estos tipos de afeccion

respiratoria (Myyou et al., 2000).

Asi mismo, Roger et al. (2004) sostienen que los virus respiratorios inducen y
potencian la inflamacion de las vias aéreas, efecto que estd relacionado con la
induccion de mediadores proinflamatorios tales como IL-8 e IL-6. Esto no se
evidencio en la presente investigacion, en el cual no se encontraron respuestas
significativas de IL-8 ni cuando se comparoé a los pacientes con IRA’s, con algun tipo

de infeccion (viral, bacteriana o mixta) o con la patologia asmatica.

En razén de lo anterior, parece estar bien establecido el papel de las
infecciones virales en el incremento de las quimioquinas séricas y nuestro estudio
aporta evidencias que apoyan estos hallazgos. La importancia de los mismos, radica
en que la mayoria de los estudios que se han realizado utilizan nifios como poblacion
de estudio, y el establecimiento de la respuesta inmuno/inflamatoria en adultos no

inmunocomprometidos no parece estar aun bien establecida.

En nuestros ensayos se objetivd como la presencia de asma en los pacientes
con IRA’s (neumonia y bronquitis) ocasioné un incremento sérico de MCP-1 y
RANTES. Investigaciones realizadas por otros investigadores han demostrado que
MCP-1 juega un papel critico en las primeras etapas de la respuesta inflamatoria,
porque ademas de reclutar monocitos y macrofagos en las vias respiratorias, actla
contra la corriente del proceso inflamatorio y es un fuerte candidato para regular la
expresion de otras quimioquinas (Gonzalo et al., 1998); ademas esta citoquina ha
estado involucrada en la fisiopatologia del asma puesto que estudios en humanos
han demostrado que el asma incrementa la expresion de MCP-1 (Souza et al., 1994;

Holgate et al., 1997). Por otra parte, varios tipos de células presentes en las vias aéreas
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de los asmaticos (macrofagos, células T, células del musculo liso de las vias aéreas
y células epiteliales), tienen la capacidad de generar quimioquinas, entre ellas el
MCP-1. Esto pudiera ser la razon del incremento del MCP-1 y RANTES sérico en los
pacientes asméaticos de es investigacion, hecho que acentla ante la presencia de

infeccién viral.

No se encontraron estudios en adultos, pero investigaciones realizadas por
Chin-Kan et al. (2009) en una poblacion infantil con asma aguda y crénica coinciden
con nuestros resultados cuando encontraron mayor concentracion séerica de MCP-1
en pacientes asmaticos cuando fueron comparados con los controles no asmaticos;
igual observacion hicieron Chan et al. (2009) cuando compararon pacientes
pediatricos con asma asintomatica vs grupo control sin asma; sin embargo, estudios
realizados por Keszei et al. (2006) en una poblacién infantil con asma en la cual se
midieron los niveles séricos de MCP-1, objetivaron una disminucién en la
concentracion de esta citoquina en los pacientes asmaticos con relacion al control;
pero cuando compararon los pacientes con tratamiento para el asma con los que no
lo tenian, no observaron diferencias significativas, por lo cual suponen que el
tratamiento esteroideo no puede ser la causa de la menor cantidad circulante de
MCP-1 en estos asmaticos. La diferencia de estos resultados con los nuestros
pudiera atribuirse a la ingestion eventual de corticosteroides inhalados en los
pacientes pediatricos, dado que estos medicamentos inhiben la expresion de
quimioquinas, incluyendo el MCP-1 (Nickel et al., 1999); nuestros pacientes debido al
rigurosos criterios de exclusion no estuvieron recibiendo tratamiento de este tipo
durante el estudio; por otra parte, la edad de los pacientes es otro factor importante a
considerar, puesto que, la respuesta inmunitaria suele diferir entre pacientes

pediatricos y adultos.
Ya ha sido descrito el incremento de la concentracién de RANTES en pacientes

pediatricos con IRA viral causada por VSR (Kawasaki et al., 2006); otros autores han
evidenciado incremento de IL-4, IL-5, RANTES e ICAM-1 en suero de pacientes
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pediatricos con IRA viral; pero no se encontraron estudios de este tipo en poblacion

adulta.

Existen investigaciones que describen el incremento sérico de IL-8 en pacientes
con asma principalmente, atdpica (Shutte et al., 1997). Pese a estar demostrada la
funcién de la IL-8 como quimioatractante de neutrofilos y a diferencia de estos
autores, en el presente ensayo no se observé variacion en la concentracion de IL-8
cuando se evalud la condicion de asma, el tipo de infeccion o tipo de IRA en estos
pacientes.

La morbilidad y mortalidad de las IRA’s estan siempre asociadas a
complicaciones causadas por una respuesta exagerada de citoquinas y quimioquinas
(Lam y Wong, 2006), razoén por la cual, el tratamiento dirigido a la inhibicion de la
produccion de las citoquinas y quimioquinas implicadas en la IRA’s complicadas con
infecciones virales o cuadros asmaticos podria contribuir a la mejora del cuadro

respiratorio.

V.3. Efecto inductor de los virus aislados de los pacientes sobre la produccién
de citoquinas en cultivos de células mononucleares de sangre periférica de

sujetos sanos

Los macréfagos alveolares estan presentes en gran cantidad en las vias aéreas
(Calhoun et al., 1994), y los monocitos circulantes son la fuente de esos macréfagos
alveolares, por lo que se estimd conveniente analizar la produccion de citoquinas en
cultivos de células mononucleares de sangre periférica, para evaluar la respuesta
inflamatoria mediada por la producciéon de citoquinas en estas células estimuladas

por los virus aislados de los mismos pacientes con IRA.

Asi, se realizd6 un cultivo utilizando monocitos humanos los cuales fueron

inoculados o infectados con VSR, parainfluenza, influenza y adenovirus aislados de
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los mismos pacientes que participaron en el estudio. Los resultados indican que
independientemente del tipo de agente viral infectante, la respuesta de produccion de
citoquinas IL-13 y TNFoa es similar, ya que las dos citoquinas proinflamatorias
observaron un incremento significativo con respecto al control. Comparando con lo
obtenido a nivel sistémico, la respuesta fue similar; es decir, las concentraciones
séricas de IL-1B en los pacientes infectados con los diferentes virus estuvieron
incrementadas en comparacion con el control sano. A pesar que las células
mononucleares de sangre periférica utilizadas para el ensayo in vitro de este trabajo
no procedieron de los mismos pacientes evaluados, el modelo pudiera reflejar el
papel relevante que juegan las células mononucleares como productoras de
citoquinas proinflamatorias, lo cual explicaria el incremento de éstas durante las

IRA’s cuando el agente causal es un virus.

Similar a las citoquinas proinflamatorias, los diferentes virus fueron capaces de
inducir la produccion de IL-4 e IL-5 en los cultivos de células mononucleares in vitro,
hallazgo que también coincide con lo observado a nivel sistémico, a excepcion del
virus parainfluenza que no indujo incremento sérico de IL-4 con respecto al control, el
resto de los virus si lo hicieron para estas dos citoquinas. Estos hallazgos sorprenden
un poco por el hecho que es conocido que las principales células productoras de IL-4
e IL-5 son los linfocitos TCD4 subpoblacion Th2, los mastocitos y los basdfilos. Sin
embargo, habla a favor del papel que pueden tener los monocitos circulantes en la
produccion de estas citoquinas, sobre todo, si consideramos que estos monocitos

son fuente de macrofagos alveolares a nivel pulmonar (Thacker, 1997).

Numerosos estudios han demostrado la liberacion de RANTES y MCP-1 en
pacientes con infeccion respiratoria provocada por virus (John et al., 2003; Casola et al.,
2001; Noah y Becker, 2000). En los presentes ensayos, tanto VSR como parainfluenza
indujeron la produccion de MCP-1 en las células mononucleares de sangre periférica,
entre tanto que para RANTES e IL-8 no se observd ninguna respuesta. A diferencia
de estos hallazgos, estudios in vitro realizados por Becker et al. (1991) han demostrado
gue tanto las células epiteliales como los macrofagos infectados con VSR secretan
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altas concentraciones de IL-8. A nivel sistémico, so6lo el VSR provoco un incremento
de MCP-1 y RANTES; y al igual que in vitro, la produccion de IL-8 tampoco fue

objetivada.

A diferencia de las citoquinas mencionadas anteriormente (proinflamatorias y
Th2), en este caso, el modelo in vitro no parece sustentar la participacion relevante
de las células mononucleares en el proceso inflamatorio mediado por RANTES e IL-8
durante la infeccion viral por VSR, parainfluenza y adenovirus; pero si para MCP-1 en
pacientes con infeccion por VSR y parainfluenza. Esto pudiera sugerir la contribucion
parcial de los monocitos circulantes en los niveles séricos de MCP-1, puesto que la
principal produccién de estas citoquinas ha sido reportada en macréfagos y células

epiteliales de las vias aéreas (Becker y Soukup, 1999).

Tomado en conjunto, nuestros datos indican que la IRA tiene una relevante
repercusion sistémica a nivel del sistema inmune inflamatorio. Debe sefialarse que
los pacientes incluidos en nuestro estudio, no presentaron criterios de severidad
como para requerir el ingreso hospitalario, y ninguno presentd una complicacién que
lo provocase durante la fase de tratamiento, ni existié ningin caso de mortalidad. Por
lo tanto, esta repercusion es evidente, incluso en pacientes con cuadros no graves.
También es interesante sefialar que las caracteristicas biologicas de esta
repercusion sistémica, presentan ciertas particularidades relacionadas con el factor
etioldgico, siendo méas intenso en las de causa viral. Nuestro estatus, ademas
demuestra que los virus causantes de la IRA son capaces de provocar una intensa
activacion de CMSP con aumento de la produccién de citoquinas y quimioquinas
analizadas in vivo en los pacientes. Por lo tanto, la mencionada mayor intensidad de
respuesta sistémica en la IRA de causa infecciosa, pudiera deberse a un paso de

particulas virales a sangre periférica (viremia).

La relevancia del huésped en la respuesta, no parece estar condicionada de
forma significativa por la condicion de ser asmatico. Es decir, la intensidad del

estimulo infeccioso es capaz de provocar una respuesta inmuno/inflamatoria
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sistémica similar en pacientes asméaticos y no asmaticos superando el posible

condicionamiento Th2 que operan en los primeros.

La intensidad de la respuesta sistémica y de la produccién de mediadores,
puede suponer el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que inhiban a estas

moléculas y disminuyan su repercusion general.

Por otra parte, se hace relevante, complementar lo encontrado en las células
mononucleares de sangre periférica de los mismos pacientes que intervienen en el
estudio, para establecer un patron de respuesta mediado por citoquinas, de forma de
tener un mejor entendimiento de la fisiopatologia de la infeccion respiratoria aguda

donde participen virus, bacterias o coinfecciones (infeccion mixta).
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Conclusiones

Del estudio sobre los niveles séricos de citoquinas IL-1p, TNFa, IL-4, IL-5,
MCP-1, RANTES e IL-8 en pacientes con IRA de etiologia viral, bacteriana o mixta,

asmaticos y no asmaticos, se concluye que:

1. Se produce una respuesta sistémica con elevacion de los niveles circulantes de
IL-1B y TNFa, que no esta determinada por la localizacion bronquial o alveolar de
la infeccion, y es més intensa en las de causa viral. Se asocia también a un
incremento de los niveles séricos de IL-4 e IL-5 que no esta determinada por la
localizacion bronquial o alveolar, ni por la naturaleza virica o bacteriana de las

infecciones.

2. La intensidad y el patrén de respuesta sistémica con elevacion de IL-1p, TNFa,
IL-4 e IL-5 en pacientes con IRA, no se modifica de forma biolégicamente

relevante por la condicion de asmatico del paciente.

3. Se produce una respuesta sistémica con elevacion de los niveles circulantes de
guimioguinas MCP-1 y RANTES, y normalidad de los IL-8, que se observa de
forma selectiva en los pacientes asmaticos, y de forma preferente, en los de

etiologia viral de la infeccién.

4. La inoculacidon de los virus causales de la IRA’s a cultivos de células
mononucleares, induce la produccién de citoquinas IL-13, TNFa, IL-4, IL-5 y

selectivamente de la quimioquina MCP-1, sin objetivarse la de IL-8 y RANTES.
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Anexo 1.

HISTORIA CLINICA

INFECCIONES RESPIRATORIAS VIRALES

IDENFICACION DEL PACIENTE

MNombra:

Samo

Edad:

Ficha N*
Hospital
N"Historia

Faza

Diraccion/Procadancia:

Telafone:

Oeupacion:

ENFEEMEDAD ACTUAL

Facha de inicio de los sintomas:

SINTOMAS GENERALES Marear con X

Fishra

Malestar
gznaral

Palidez/Cianosis

Diolor psten-

muscular

Cafalaa

SINTOMAS RESPIRATORIOS

Signoz ¥ Simtomas

Estormnudos

Obstruccion nasal

: Moco mucoso

Moco Amarillo

Moco Varde

Prurito Nasal

Diolor de Garganta

Dolor da oido

Adsnopatias

(Mros Simtomas:

Signoz ¥ Simtomas

ANTECEDENTES PERSONALES
Enfermedadesz Tratamiento reciente (15 diaz previos)
Asma Rlinitis Antibioticos Antileucotrimnos
Tabaquismo EROC Esteroidas Antislérgicos
CON ANTECEDENTES DE ASMA. Aciunalmente en eriziz ¢ 5i No
Sintomas dinrmos < | x samana Actividad diaria: Mormal
= | x semans Alterads
Todos los dias Muy Alterada
Sintomas nocturnos <2 x mas FEM/VEF1 > 80%
Ixmeas »>60% < B0%
Todas las semanas <60%
Todos los dias % WVariahilidad

(Mros antecedantss patologicos:
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Anexo 1. Cont.

ANTECEDENTES FAMILIARES

EXAMEN FISICO
TEMP: T TA:
DRL:

mmHg FC

Alergia

Asma

x min FR:

X min

TORAX:

Inspeccion:

Palpacion:

Auscultacion:

Parcusion:

OTROSHALLAZGOS PERTINENTES:

EXAMENES DE LABORATORIO

Fecha

CB

Formula

Plaguetaz

Hepatologia Complata

Otros:

FADIOLOGIA DEL TORAX:

ESPIROMETRIA:

DIAGNOSTICO PRESUNTIVO:
FINOFAFINGITIS BEOMNQUIOLITIS

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION
Fecha de toma de la muesira:

TIFO DE MUESTEA USADA:

NEUMONIA
RIMITIS RARINGITIS AMIGDALITIS SIMNUSITIS OTITIS

CELUP

BEOMNQUITIS
OTROS

METODO TT3ADO:

AGENTE AISLADO:

Firma:

155



Anexo 2

CONSENTIMIENTO PREVIA INFORMACION

En &l Institute de Investigacionss Clinica “Di Américo Negrette”™ Faculted de Medicma
de la Universidad del Zulia se estd realizande <l proyecte de mvestigacion titulado
“Eticlogia  wiral v bacteriana de= las infsccionss respirstorizs  agudas  del  trecto
respiratoric en pacient=s del Estado Zulis”™ con 2l objettve de mislar e identificer
patdgencs virales v bacterianos, asocizdos a2 enfermedades del tracto respiratoric.

Yo CI: Macionalidad -
Estado civil: Domiciliadoe en:

Siende mayer de 18 afios en US0O pleno d= mis facultades mentsles v sin gque medie
coaccion mi wvielencia alguna en complete conocimmisnte de la naturaelera,  forma,
duracion, propésito, inconvenisnt= v riesgos relacionados con 2l estudie gque mas shajo
mdice, en calidad de pacient=, declaro mediante la presents:

1. Hzber szide informado de]l manera clara v sencilla por parte del grupe de
mvestigadores de la Seccion de Virologia d=l I1C. “Dr. Américe Negrette”, coordmado
por €l Magizster Lic. WNereida Valero de todos los aspectos relacionados al provecto de
Investigacion antes mencionado |

2. Haber side mformado de que mi participacion en €l proyecto consiste en facilitar de
manera wveluntariz una musestra d= sangre v lzvade nasofsrmesp. las cusles serdm
tomadas por un personal especializado.

3. Que las muestras tomadas gque acepto faciliter, 2si como la mformacion gue
suministre, serd utilizada para det=tminar la presencia d= agent=s virzles v bacteriznes.

4. Que de equipe de mvestigadores me ha garantizade sbsecluta confidencizlidad
relacionada tante a mi identidad como de cualqut&r mformacion relativa a mi persona a
la que tenga acceso por concepto de mi participacion en el proyecto amtes mencionado ¥
estoy de acnerde en el UAO de los resultados obtenidos en el presente estudio ¥ que mi
participacion en diche estudio ne mmplica riesgo ni mconvenients zlguno para mi salud.

3. Que la participacion en la investigacion no agravars n causard =fectos colatersles
efectos colaterales en la patologia va existents, por 2l contrario, syvudard a dilucidsr mi
dizgnostice permitiende una mejor terapéuﬁca. Cuzlquier pregunta o duda gque vo tenga
en relacién con este estmdio, me serd respondida y aclarada oportinamente por parte del
equipe de mvestigaderes antes mencionade con gquienes me puede comunicar por el
teléfone 04146362696 Lic. Jennifer Gotera v La Lic Alibsth Dlavares 04146277884, en
el horario de 3:00 2m. a2 5:00 p.m.

4. Cue ba}n ningiun concepto 52 me ha ofrecido ni pretende recibir algin beneficio de
tipe economice preducte de los hallazges que puedan preducirse en el referido proyecto
de mwvestigacion.

DECLARACION DEL VOLUNTARIO

Luego de hsber leido, comprendide y recibide las respuestss 2 mis preguntas con
respecte a este formato consentimiento ¥ por cuanto mi participacion en este estudio es
totalments woluntario acusrdo: aceptar las condicionss estipuladzs =n 2l misme v 2 la
wez, autorizar la toma de muestra para dicho trabaje de mvestigacion.
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