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ABSTRACT

Introduction: the inflammatory cascade in asthma involves cells of the innate and adaptive response
of the immune system, in addition to molecular mediators such as antibodies, cytokines, chemokines,
and costimulatory and regulatory signals corresponding to each of the cellular subpopulations that
orchestrate this process.

Objective: to determine the concentration of IgA, IgM and IgG antibodies and the expression of
cytokine genes TNFa, IFNy, TGF-B 1, IL-10, IL-1 a, IL-18 and IL-6 and transcription factor FoxP3 in
blood mononuclear cells stimulated in vitro, case-control studies were carried out in asthmatic children
and adults respectively.

Methods: the study was conducted in Pinar del Rio, Cuba, from 2015 to 2019. Samples were taken from
735 asthmatic children for antibody quantification. For the expression of cytokine genes, samples were
taken from 18 adults from the Immunology clinic.

Results: significant differences were found in increasing order of IgM, IgA and IgG antibodies in favor
of asthmatic children; and lower values of cytokine and FoxP3 expression in adult asthmatics. A
predominance of a Th1 pattern was observed in controls compared to asthmatics, where the latter's
predisposition to a Th2 response pattern is known. Therefore, the lower expression of non-Th2 cytokine
genes suggests complex cellular and molecular interactions in asthmatic adults.

Conclusions: a lower expression of cytokines other than Th2 was evident in the blood mononuclear
cells of adult asthmatics.
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RESUMEN

Introduccion: la cascada inflamatoria en el asma involucra células de la respuesta innata y adaptativa
del sistema inmunologico, ademas de mediadores moleculares como anticuerpos, citocinas,
quimiocinas y senales coestimuladoras y reguladoras correspondientes a cada una de las subpoblaciones
celulares que orquestan este proceso.

Objetivo: determinar la concentracion de anticuerpos IgA, IgM e IgG y la expresion de genes de
citocinas TNFa, IFNy, TGF-B8 1, IL-10, IL-1 a, IL-18 e IL-6 y factor de transcripcion FoxP3 en células
mononucleares sanguineas estimuladas in vitro, se llevaron a cabo estudios de casos y controles en
nifos y adultos asmaticos respectivamente.

Métodos: el estudio se realizo en Pinar del Rio, Cuba, de 2015 a 2019. Se tomaron muestras de 735
ninos asmaticos para la cuantificacion de anticuerpos. Para la expresion de genes de citocinas se
tomaron muestras de 18 adultos de la consulta de Inmunologia.

Resultados: se encontraron diferencias significativas en orden creciente de anticuerpos IgM, IgA e IgG
a favor de los nifos asmaticos; y valores mas bajos de expresion de citocinas y FoxP3 en asmaticos
adultos. Se observo un predominio de un patron Th1 en los controles respecto a los asmaticos, donde
se conoce la predisposicion de estos Ultimos a un patrén de respuesta Th2. Por lo tanto, la menor
expresion de genes de citocinas distintas de Th2 sugiere interacciones celulares y moleculares
complejas en adultos asmaticos.

Conclusiones: se evidenci6 una menor expresion de citoquinas distintas de Th2 en las células
mononucleares sanguineas de asmaticos adultos

Palabras clave: Asma; Anticuerpos; Citocinas.

INTRODUCCION

La inflamacion de las vias respiratorias es la caracteristica inmunologica mas importante en la
patogénesis del asma.("»345 Las células implicadas en la cascada inflamatoria del asma atopica son: las
células epiteliales de las vias respiratorias, las diferentes subpoblaciones de células T y B, mastocitos,
células dendriticas, eosinofilos, basofilos, macrofagos, células linfoides innatas y plaquetas, ademas a la
red de citocinas, quimiocinas y sefales y regulaciones coestimuladoras correspondientes a cada una de
las subpoblaciones celulares que orquestan este proceso. (3¢

Durante muchos anos, esta entidad ha sido considerada el prototipo de la enfermedad mediada por
células T colaboradoras 2 (Th2). De hecho, ocurre frecuentemente en pacientes con atopia; Existe una
tendencia genética a producir inmunoglobulina E ( IgE ) ante alérgenos comunes, debido al cambio en la
clase de linfocitos B, bajo la influencia de la interleucina 4 (IL-4).( Por esta razon, la idea de que la
inmunidad mediada por células Th2 contra los alérgenos dirige la patogénesis del asma en ratones y
humanos ha dominado el razonamiento cientifico durante mas de 30 afos. Sin embargo, con el uso de
tecnologias omicas se ha demostrado la presencia de células no Th2 en el asma. Desde entonces, se sigue
expandiendo la nocion de que el asma es un sindrome mucho mas complejo con diversos mecanismos
fisiopatologicos o endotipos, que dan lugar a diversas formas de presentaciones clinicas (fenotipos) que
requieren terapias especificas"”) de respuesta innata, como los basodfilos, los mastocitos y las células
linfoides innatas tipo 2, producen citocinas asociadas a las células Th2 en el asma. Por lo tanto, la
terminologia cambi6é de asma con “células Th2” a asma “tipo 2 alta”.?

La diferenciacion y especializacién funcional de las células inmunitarias, especialmente de los
linfocitos T CD4+, depende del patron de citocinas. Un inductor antigénico inicia la estimulacion celular,
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y en este proceso influyen otras condiciones como la edad, la presencia de inflamacion leve, infeccion,
entre otras.®2%19

La distincion entre los fenotipos asmaticos eosinofilicos y no eosinofilicos dio como resultado un
esquema de clasificacion que dicotomiza la inflamacion de las vias respiratorias en dos endotipos: 2 alto
y 2 bajo.3™

Ademas, los anticuerpos IgA, 1gG e IgM son moléculas de glicoproteinas que confieren proteccion
contra patogenos y contribuyen a la patogénesis de otras enfermedades. La IgM esta presente en la
membrana de los linfocitos B, como su receptor de antigeno; y caracteriza la respuesta inmune primaria.
La IgG predomina en la respuesta secundaria. La IgA, aunque presente en el suero, es caracteristica de
las secreciones, formando parte de los mecanismos de defensa asociados a las mucosas."? La produccion
y las funciones efectoras de los anticuerpos se han estudiado en numerosos defectos genéticos
relacionados con las inmunodeficiencias. Sin embargo, no se ha explorado en profundidad la base genética
de su variabilidad en la poblacion general y en enfermedades como el asma.('?

La presente investigacion tiene como objetivo determinar la concentracion sérica de anticuerpos IgA,
IgM e 1gG y la expresion de genes de las citocinas TNFa, IFN y, TGF B8 1, IL-10, IL-1 a, IL-18 e IL-6 y del
factor de transcripcion FoxP3 en células mononucleares sanguineas estimuladas in vitro de personas con
asma.

METODOS

Se realizaron estudios de epidemiologia tradicional con diseio de casos y controles, como parte de un
proyecto de investigacion basica, en la provincia de Pinar del Rio de Cuba, entre 2015 y 2019. Se tomaron
muestras de niflos con asma de las 11 cabeceras municipales de la provincia para la cuantificacion de
anticuerpos. Para determinar la expresion de genes de citocinas, se tomaron muestras de adultos de la
consulta de Inmunologia.

Para la cuantificacion de anticuerpos: Se obtuvo 1 ml de suero fresco o congelado a partir de la
extraccion de 2 ml de sangre mediante puncion venosa periférica de 735 nifos asmaticos de 5 a 18 afos
(casos) y 1470 nifnos sin asma (controles), emparejados por edad y sexo de la misma poblacion de la que
se derivaron los casos. Cada extracto se coloco en un tubo seco para su centrifugacion y obtencion de
suero. El suero se mantuvo estable durante 48 horas a una temperatura entre 2-8 °C. Si la prueba no se
realizaba dentro de las 48 horas, el suero se congelaba hasta por 15 dias, a -20 °C. Se evitaban las
sucesivas congelaciones y descongelaciones hasta se realizoé la cuantificacion.

Las inmunoglobulinas séricas G, M y A se cuantificaron en la muestra problema mediante turbidimetria
en el laboratorio provincial de Inmunologia utilizando el procedimiento descrito y materiales del kit
comercial Auto-chemistry Analyzer desarrollado por CMP Scientifica. tecnologia Biomédica. Los
resultados se expresan en g/L.

Recogida de muestras para determinar la expresion de los genes de las citoquinas TNFa, IFN y, TGF B
1, IL-10, IL-1 a, IL-1B e IL-6 y del factor de transcripcion FoxP3 en células mononucleares sanguineas
estimuladas in vitro: Se extrajeron 5 ml de sangre mediante puncion venosa periférica de seis individuos
adultos asmaticos y 12 controles adultos aparentemente sanos (proporcion 1:2), en tubos con
anticoagulante acido etilendiaminotetraacético (EDTA).

Las células mononucleares se separaron de la sangre mediante gradiente de densidad aplicando
centrifugacion en Ficoll-Paque, se lavaron y se ajustaron a 2x10° /ml en un medio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI), suplementado con antibioticos, glutamina y suero fetal bovino. Las células se incubaron
durante 24 horas en medio solo (Mock) o con fitohemaglutinina (PHA). Después de la incubacion, se
elimind el sobrenadante y el boton celular se almacend a -80°C, asi la muestra quedod lista para la
extraccion de ARN.

La extraccion de ARN de células mononucleares estimuladas se llevdo a cabo utilizando el
procedimiento descrito y los materiales del Mini kit comercial QlAamp RNA Blood (Qiagen). Cadena de
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polimerasa en tiempo real Reacciéon (RT-PCR) utilizando el sistema de deteccion Light Cycler Carousel
Based (instrumento LightCycler 2.0, Roche), aplicando cebadores especificos y el kit LightCycler RNA
Master SYBR Green | (Roche). Las muestras fueron analizadas para la cuantificacion de la expresion
relativa de los genes de: TNFa, IFNy, TGF-8 1, IL-10, IL-1 a, IL-1B, IL-6 y el factor de transcripcion Foxp3,
con respecto a la expresion del gen constitutivo Hipoxantina-guanina-fosforribosiltransferasa (HPRT,
Hypoxantina -guanina- fosforribosiltransferasa), mediante el método 2-AACT. Las muestras fueron
analizadas en La Habana en 2015.

Se aplico la prueba U de Mann-Whitney para determinar diferencias entre las medianas de las
concentraciones de anticuerpos IgA, 1gG e IgM y la expresion de genes de citoquinas TNFa, IFNy, TGF-8
1, IL-10, IL-1a, IL-1B, IL-6 y factor de transcripcion FoxP3 de casos y controles, demostrando la
distribucion no normal de las variables. La significacion estadistica se valido para p<0,05.

El estudio se realizd con estricto cumplimiento de los protocolos aprobados por el Comité de Etica del
Hospital de Pediatria de Pinar del Rio y de conformidad con las Directrices del Ministerio de Salud PUblica
de Cuba.

RESULTADOS

El uso de la protedmica y la transcriptomica y su aplicacion a la medicina clinica se encuentran en sus
primeras etapas. Sin embargo, en la literatura abundan varios ejemplos de deteccion de proteinas
implicadas en mecanismos inflamatorios en el asma.’ En el presente estudio, se cuantificaron los
anticuerpos IgA, 1gG e IgM séricos y se estimulo in vitro el perfil de expresion de genes de citoquinas en
células mononucleares, como parte de las utilidades de diagnostico.'?

Las concentraciones medias de anticuerpos fueron mayores en los casos que en los controles. Hubo
diferencias significativas en orden creciente de IgM, IgA e IgG a favor de los casos. Los valores para cada
clase de anticuerpo se ven en la Figura 1.

Las citocinas desempeian un papel crucial en el sistema inmunoldgico y en la respuesta inflamatoria
en el asma.(" Por este motivo se incluyd la determinacion de la expresion génica de las citocinas TNFa,
IL-1a. IL-1B, IL-6, importantes mediadores proinflamatorios que participan en el reclutamiento de células
contra infecciones virales o bacterianas ; IFN y, principal citocina del patron Th1, y las citocinas
antiinflamatorias IL-10, TGFB, responsables del control regulador de la respuesta proinflamatoria.
Asimismo, se determind el nivel de expresion del factor de transcripcion FoxP3, caracteristico de las
células Treg, decisivo en la regulacion de la respuesta proinflamatoria.'?

Tabla 1. Expresion relativa de citoquinas y genes FoxP3 en células mononucleares de sangre
periférica de pacientes asmaticos y controles, 2015

Variables Niveles de expresion (Mediana) P
Casos Controles

Citoquinas

TNFa 0,80 7,66 0,000

IFNy 0,58 3,76 0,000

IL-1a 2,94 8,87 0,010

IL-18 47,12 128,25 0,032

IL-6 24,62 36,22 0,335

IL-10 0,45 3,57 0,001

TGFB 36,59 124,24 0,007

Factor de transcripcion

Foxp3 0,78 3,47 0,010

Nota: p: probabilidad (a < 0,05), estadistico U de Mann-Whitney

Como se observd, las citocinas proinflamatorias TNFa, IL-1a e IL-1B se expresaron en niveles
significativamente mas altos en los controles que en los asmaticos. Asimismo, se encontré mayor
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expresion del gen IFNy en células mononucleares periféricas de controles en relacion a los asmaticos
(tabla 1).

Tanto los genes de las citoquinas antiinflamatorias IL-10 y TGFB como el FoxP3 se expresaron menos
en los asmaticos que en los controles. Solo el gen IL-6 (con menor expresion en los casos) no mostrd
diferencias significativas en los niveles de expresion entre casos y controles.

En el caso de IL-1B y TGF-B, las diferencias en los niveles de expresion fueron muy altas; 47,12 en los
casos y 128,25 en los controles para IL-1B; y 36,59 para los casos y 124,24 en los controles para TGF-B.

Era de esperar un predominio de un patron Th1 en los controles con respecto a los asmaticos, ya que
se conoce la predisposicion de estos ultimos a un patron de respuesta Th2.

DISCUSION

La realizacion de cuantificaciones de anticuerpos se considera una posibilidad para el diagnostico de
enfermedades alérgicas como el asma.(®>'% El papel fisiopatoldgico de los anticuerpos IgA, IgG e IgM
séricos en el asma esta poco descrito."? Aunque los estudios muestran que los niveles de IgE aumentan
en el asma alérgica, también se puede obtener informacion sobre la gravedad de la enfermedad midiendo
las concentraciones de IgG e IgA.(1>17,18)

El hecho de que los asmaticos presenten concentraciones de IgG, IgA e IgM mas elevadas que los
controles podria explicarse por la participacion de estos anticuerpos en el control de las infecciones,
especialmente frecuentes en estos casos. Este enfoque se ve reforzado por un estudio en ratones, donde
las concentraciones de IgG e IgA fueron mayores en ratones asmaticos con influenza."®

En otro estudio en el que se cuantificaron las inmunoglobulinas en pacientes asmaticos adultos de
Ucrania, se registraron niveles mas bajos de IgA e IgM en los casos en comparacion con los controles, a
diferencia de nuestro estudio. Sin embargo, la IgG estaba aumentada, como en el estudio presentado.??
Otro estudio ucraniano refleja niveles mas bajos de IgA en asmaticos obesos con mayor gravedad de la
enfermedad. @'

En consonancia con nuestros resultados, el estudio de Munoz Lopez de 100 nifios y adolescentes
mexicanos con asma muestra que los niflos asmaticos con o sin antecedentes familiares de asma,
presentaron concentraciones aumentadas de IgG, IgM e IgA con respecto a los valores de referencia.@?
Estos resultados estan de acuerdo con nuestro presente estudio. Asimismo, se refleja en otro trabajo que
hubo valores mas altos de IgG e IgA en nifios asmaticos en comparacion con los lactantes con rinitis,
mientras que la IgM mostro los mismos resultados entre ambos grupos.

Estudios recientes en asmaticos muestran que el polen aumenta la produccion de IgG.?% Sin embargo,
otros estudios no reflejan una relacion entre las concentraciones de anticuerpos IgA, IgG e IgM con el
asma. 42 Por lo tanto, se observan resultados diferentes en los estudios analizados, si se tiene en cuenta
que sus condiciones no son similares.

Durante muchos anos se ha explorado en profundidad el papel de las citocinas Th2 en el asma. Sin
embargo, indagar sobre las citocinas de otros patrones contribuye al conocimiento de otros endotipos y
fenotipos.(1.26:27.28)

En la fisiopatologia del asma se describen las interacciones celulares y su interconexion con las
citocinas de los endotipos 2 alto y 2 bajo . Las citocinas son clave en el desarrollo del asma, tanto para
las células innatas como para las adaptativas. Sin embargo, las citocinas Th2 son las que mejor se han
estudiado en el papel de estas moléculas. De hecho, las citocinas Th2 son las responsables del asma
alérgica, que es el fenotipo mas frecuente.('%2% Esto podria explicar la diferencia en la expresion de
citocinas en este estudio entre casos y controles; mayor en los controles. Es evidente que el endotipo 2
bajo no predomind en los asmaticos de esta investigacion, lo que sugiere un endotipo 2 alto en ellos.

Existen muchos estudios que exploran los niveles de citoquinas en estudios de casos y controles. En un
articulo que relaciona la producciéon de citoquinas durante el embarazo con el asma en nifos, se
encontraron niveles mas altos de IFNy en los controles en comparacion con los casos, aspecto que coincide
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con esta investigacion; Sin embargo, no hubo diferencias significativas para la IL-10, en contraste con
nuestros hallazgos.®% Resultados similares se reflejan en un estudio de casos y controles en adultos con
respecto a la IL-10.3" En otra investigacion de niflos asmaticos con y sin rinovirus, se encontraron valores
mas altos de IFNy en los controles (similar a nuestros hallazgos), que también mostraron niveles mas
bajos de TNFa, a diferencia de este estudio.®?

A su vez, este articulo coincide con lo reportado por Teixeira et al. en que los asmaticos presentan
una produccion de IFNy significativamente reducida en comparacion con los individuos sanos. Muchos
hallazgos experimentales apoyan firmemente la idea de que la patogénesis de las enfermedades alérgicas
esta relacionada con el desequilibrio de los patrones de respuesta Th1 y Th2 mutuamente excluyentes.
Se sugiere que el IFNy podria intervenir en la normalizacion, o no, de los patrones de respuesta inmune.
Ademas, se ha informado de una asociacion inversa entre la respuesta inmune dominada por IFNy contra
patogenos intracelulares en la infancia y la incidencia de asma.G?

La comparacion de los resultados de las investigaciones sobre la expresion de citoquinas se vuelve mas
compleja, ya que las condiciones de los pacientes estudiados varian en cuanto a edad, estado de
gestacion, presencia de comorbilidades infecciosas y otras relacionadas con inflamacion sistémica de bajo
grado (obesidad, hipertension arterial, diabetes mellitus, etc). Estas condiciones influyen en los niveles
de expresion de estos mediadores. (27:34,35,36,37,38)

La poca diferencia entre las concentraciones de IL-6 en casos y controles podria deberse a que el
estudio se realizo en adultos, donde tienden a establecerse procesos inflamatorios de bajo grado, con
progresion a un endotipo alto de IL-6.(6:3%40:41,424344) yarias investigaciones exploran asociaciones de
polimorfismos de IL-6 en pacientes asmaticos, encontrando resultados divergentes entre ellos, sin
esclarecer los mecanismos bioquimicos causales en la etiologia, desarrollo y endotipos de la
enfermedad.® Por lo tanto, la menor expresion de genes de citocinas distintas de Th2 sugiere
interacciones celulares y moleculares complejas en adultos asmaticos.

En esta investigacion, el hallazgo novedoso es el estudio de marcadores de respuesta inmune, como
abordaje inmunologico de la enfermedad. Concentraciones mas altas de Ig G, My A séricas podrian indicar
la respuesta inmune humoral contra los microorganismos presentes en estos pacientes. Por tanto, se
puede suponer que el asma podria constituir un factor de riesgo de procesos infecciosos.

CONCLUSIONES

Se evidencié una menor expresion de citoquinas distintas de Th2 en las células mononucleares
sanguineas de asmaticos adultos, lo que sugiere un endotipo 2 alto en estos pacientes. A su vez, la
disminucion en la expresion de genes de citoquinas reguladoras observada en la muestra de estudio podria
explicar la limitacion en el desarrollo de otros patrones como consecuencia del predominio Th2.
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