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RESUMEN

Introduccién. El asma es una de las enfermedades crénicas no transmisibles mds
frecuentes, caracterizada por variables de sintomas respiratorios, que afecta a alre-
dedor de 334.000.000 de personas en el mundo. Ella es una consecuencia de in-
teracciones complejas entre las caracteristicas genéticas del individuo y el medio
ambiente, con heterogeneidad en la presentacion clinica y el tipo e intensidad de
inflamacién. La interleucina 33 (IL-33) es una citocina nuclear, miembro de la fami-
lia de la interleucina | (IL-1) que se encuentra en el ndicleo de las células epiteliales
y endoteliales. Esta citocina promueve una gran variedad de acciones diferentes de
tipos celulares como células Th2, (células T helper 2) mastocitos, linfocitos innatos
tipo 2 (ILC2) célulasT reguladoras, Th1 y células Natural Killer (NK).

Objetivo. Evaluar y relacionar el rol de IL-33, eosindfilos e IgE en el desarrollo
del asma bronquial en pacientes adultos.

Material y métodos. Se incluyeron |29 pacientes asmdticos y 59 controles sa-
nos. Los pacientes asméticos se separaron seglin su severidad en: leves (n: 25),
moderadas (n: 69) y severas (n: 35).

Resultados. Se efectuaron los estudios de correlacién entre IL-33 e IgE séri-
ca total, presentando una correlacién significativa entre ambos niveles, a mayor
aumento de IL-33, mayor nivel de IgE sérica. (p=0,0016). Los valores de IL-33
en pacientes con asma leve fueron de 0,54£0,10 pg/ml; en pacientes con asma
moderada: |,15£0,1 | pg/ml; (p=0,0001); en asma severa: 0,23+0,10 pg/ml; y
en controles sanos de 0,14+0,02 pg/ml (p=0,0001).

Conclusiones. En nuestra poblacién desde jévenes a adultos mayores predomi-
na el sexo femenino. Su edad promedio fue de 38 afios. Los niveles séricos de
IL-33 estuvieron aumentados en pacientes con asma cuando lo comparamos
con controles sanos. Se observaron mayores niveles de IL- 33 en pacientes
con asma leve y moderada, como también presentaron una correlacién signifi-
cativa entre los niveles de IL-33 e IgE, mientras que para la relacién entre IL-33
con eosinofilos no fue significativa.

Palabras claves: IL-33, asma, alarmina, citocinas.

ABSTRACT

Introduction: Asthma is one of the most common chronic non-communica-
ble diseases, characterized by a variable of respiratory symptoms, which affects
around 334,000,000 people worldwide. It is a consequence of complex inte-
ractions between the genetic characteristics of the individual and the environ-
ment, with heterogeneity in the clinical presentation and the type and intensity
of inflammation. Interleukin 33 (IL-33) is a nuclear cytokine, a member of the
interleukin| (IL-1) family, found in the nucleus of epithelial and endothelial cells.
This cytokine promotes a wide variety of different actions of cell types. such as
Th2 cells, (helper 2T cells) mast cells, innate type 2 lymphocytes (ILC2) regula-
tory T cells, Th1 and Natural Killer (NK) cells.

Objective: To study the relevance of IL-33, eosinophils and IgE in the develop-
ment of bronchial asthma in adult patients.

Material and methods: 129 asthmatic patients and 59 healthy controls were in-
cluded. The asthmatic patients according to their severity were: mild, (n: 25),
moderate (n: 69) and severe (n: 35).

Results: When the correlation studies between IL-33 and total serum IgE were
carried out, there was a significant correlation between both levels, the higher
the increase in IL-33, the higher the level of serum IgE. (p = 0.0016). IL-33 va-
lues in patients with mild asthma: it was 0.54 £ 0.10, pg / ml, patients with mo-
derate asthma: .15 £ O.1'| pg/ ml, (p = 0.0001), and in severe asthma: 0.23 +
0.10 pg / ml and in healthy controls 0.14 £ 0.02 pg / ml. (p = 0.0001).
Conclusions: In our population from young to older adults, the female sex pre-
dominates. Their average age was 38 years. Serum IL-33 levels were increased
in asthma patients when compared to healthy controls. Higher levels of IL-33
were observed in patients with mild and moderate asthma.
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ABREVIATURAS

IgE: Inmunoglobulina E

IgM: Inmunoglobulina M

IL-1B: Interleucina 1 beta

IL- 6: Interleucina 6

IL-13: Interleucina 13

IL-17: Interleucina 17

IL-18RacP: Proteinas accesorias ¢ IL-18
IL-18: Interleucina 18

IL-18R1: Receptor de Interleucina 18
IL-1F11: Familia de Interleucina 1

IL-1RacP: Proteina accesoria del receptor IL-1
IL-1RL1: Receptor de Interleucina 1

IL-1o: Interleucina 1 alfa

IL-1B: Interleucina 1 beta

IL-25: Interleucina 25

IL-2RB: Subunidad ( del receptor de interleucina 2
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IL-2RB9: Receptor de Interleucina 2

1L-33: Interleucina 33

IL-4: Interleucina 4

IL-S: Interleucina 5

IL-C2: Células linfoides innata tipo 2

kDa: kilodalton

LPS: Lipopolisacdridos

NK: Natural Killer

Th1: Delinglés T helper 1. T colaboradoras tipo 1

Th2: Del inglés T helper 2. T colaboradoras tipo 2

TIR: Del inglés Toll / Interleukin-Receptor

TNFo: Factor de necrosis tumoral o0

TSLP: Linfopoyetina del estroma timico

VEF1: Volumen espiratorio forzado en el primer segundo
VEMS: Volumen espiratorio médximo en el primer
segundo

INTRODUCCION

ASMA

El asma bronquial es una de las enfermedades crénicas res-
piratorias no transmisibles mds comunes, que afecta a al-
rededor de 334 millones personas en todo el mundo. La
prevalencia global de asma, diagnosticada por un médico,
en adultos es del 4,3% (IC del 95%)'3, con amplia varia-
cién entre paises, siendo més alta en los paises desarrolla-
dos, por ¢jemplo: Australia 21%, y més baja en los paises
en desarrollo como China 0-2%'. Se observa una gran va-
riacion de sintomas y prevalencia en asma, existiendo una
gran diferencia entre continentes, paises y ciudades, como
en Indonesia, que varfa de entre 2,8% a 37%, y en Costa
Rica, que es del 6%. Sin embargo, la prevalencia es subesti-
mada en los paises pobres en recursos y es estable o decre-
ciente en paises desarrollados y aumentando en los paises
en desarrollo con estilos de vida similar al de occidente??.
La red global de asma (GAN: The Global Asthma
Network), establecida en 2012, desempefia un papel cru-
cial en la recopilacién de datos estandarizados sobre el
asma en adultos y nifios a nivel mundial. GAN aportd in-
formacién adicional a las tltimas encuestas mundiales de
asma, realizadas por el estudio ISAAC en nifios (2002-3)
y a la Encuesta Mundial de Salud en adultos (2002-4). La
encuesta GAN comenzé en 2017; ya en junio de 2018 ha-
bfa incluido 353 centros de estudio en 135 paises involu-
crados. GAN Fase I, con 127 centros en 53 paises regis-
trados, estd operando sobre los principios de colabora-
cién de ISAAC y la aplicacién sistemdtica de metodolo-
glas estdndar, adecuadas para su uso en todo el mundo, y
ha agregado a ISAAC un enfoque en el estudio del asma
en adultos’.

El asma bronquial causa discapacidad sustancial, deficien-
te calidad de vida y muertes evitables en nifios y adultos
jovenes. El costo de padecer asma en la familia y en la so-
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ciedad es desproporcionadamente alto, sobre todo en pai-
ses con bajos y medianos ingresos, donde el acceso al tra-
tamiento adecuado es limitado o nulo. A pesar de una re-
duccién mundial de la mortalidad por asma en adultos y
nifios en los dltimos 25 afios, que en gran parte se puede
atribuir al mayor uso corticosteroides inhalados, aun exis-
te una gran disparidad global observada en la pérdida de
afios de vida a causa del asma bronquial®.

La inflamacidn cosinofilica de las vias aéreas estd presente
en alrededor del 50% de los adultos con asma, pero los es-
tudios de abstinencia de corticosteroides a menudo reve-
lan aumento de eosinéfilos ¢ inflamacién de las vias respi-
ratorias, lo que sugiere que su prevalencia podria ser sub-
estimada. La atopfa estd presente entre el 50 y 60% de los
adultos y nifios con asma, siendo mds comiin en asma se-
vera en nifios y adultos con enfermedad de inicio en la in-
fancia vs. enfermedad de inicio tardio. El asma se produci-
rfa luego de la sensibilizacién alérgica y consiguiente esti-
mulacién por células dendriticas en presencia de coactiva-
dores tales como linfopoyetina del estroma timico deriva-
do del epitelio (TSLP)*<.

Las células Th2 producen IL-5, IL-4 ¢ IL-13. La IL-5 es
una citocina fundamental para la supervivencia y madura-
cién de los eosindfilos. En el asma eosinofilica no alérgica,
las células linfoides innatas (ILC) producen IL-S e IL-13
en respuesta a la prostaglandina D2 y alarminas derivadas
del epitelio como: IL-33, IL-25 y TSLP liberadas después
del dafio epitelial por contaminantes y microorganismos’.
Los mecanismos alérgicos independientes que impulsan la
inflamacién cosinofilica y el asma no eosinofilica pueden
ocurrir en conjunto, lo que lleva a una inflamacién granu-
locitica mixta o a cambios en el perfil inflamatorio a lo lar-
go del tiempo. La hiperreactividad de las vias respiratorias
es una caracteristica presente en los fenotipos de asma con
o sin inflamacién granulocitica en nifios y adultos. En el
asma, el musculo liso de las vias respiratorias es hiperreac-
tivo y la remodelacién de las vias respiratorias puede pre-
sentarse temprano en la infancia, lo que sugiere que no es
simplemente una consecuencia de la inflamacién®. La re-
modelacién se caracteriza por dafo epitelial y disfuncién
ciliar, hiperplasia de células caliciformes, aumento del gro-
sor de la lémina reticular y la membrana basal reticular’,
aumento de la vascularizacién de miofibroblastos subepi-
teliales, fibrocitos y masa del musculo liso de las vias respi-
ratorias. La masa del musculo liso de la via aérea es el pre-
dictor ms fuerte de la limitacién del flujo de aire’®. Estas
caracteristicas de remodelacién conducen al engrosamien-
to de la pared de la via aérea, al estrechamiento del lumen
y el taponamiento mucoso, con obliteracién de la peque-
fa via aérea'l.

DEFINICIONY PRESENTACION CLINICA

El asma es una condicion heterogénea caracterizada por
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diversos sintomas respiratorios y limitacién variable del
P y
flujo aéreo. Ademds de la inflamacién. estin asociados
)
otros factores subyacentes, como la hiperplasia del muscu-
lo liso. Estas caracteristicas pueden ser generadas por un
p g

gran numero de mecanismos subyacentes que son tipicos,
pero no siempre asociados con la inflamacién y remodela-
cién de la via aérea®.

INTERLEUCINA 33

La interleucina 33 (IL-33) es una citocina nuclear con-
siderada como el decimoprimer miembro de la superfa-
milia de laIL-1, que incluye a IL-1, IL-1§ ¢ IL-18'213,
A diferencia de las otras citocinas de la familia IL-1, ex-
cepto la IL-1g, IL-33 se localiza en el ntcleo de las cé-
lulas epiteliales y endoteliales. Los miembros de esta
familia, juegan un rol critico en la inmunidad y en la
inflamacidn, seguido de dano o infeccidn, estimulan-
do la expresién de integrinas en células endoteliales
y leucocitos, y asi, regulando e iniciando la respuesta
inflamatoria'*!5,

Su liberacién al espacio extracelular funciona como una
senal de peligro enddgeno o alarma nuclear que se pro-
duce después de una lesién celular para alertar al siste-
ma inmunitario del dafio tisular durante un trauma o
infeccién'®!8. Su expresién es constitutiva y abundante
en tejidos humanos normales.

FUNCION DE IL-33

IL-33 como inductor de respuesta Th2
Fisioldgicamente la IL-33 funciona como una alarmi-
na, es decir segun se trate de un proceso de apoptosis
o necrosis alertard al sistema inmune sobre dafo tisu-
lar o estrés mediante su receptor ST2 y serd clivada por
caspasas cuando finaliza el proceso. Una variedad de es-
timulos, incluyendo bacterias, virus, hongos, alérgenos
y contaminantes pueden desencadenar la liberacién de
IL-33, que es un potente activador del sistema inmune
innato. Posteriormente, se demostré que la IL-33 tam-
bién es un poderoso activador de mastocitos y baséfi-
los, induciendo su desgranulacién y maduracién, ade-
més de promover la supervivencia y la produccién de
varias citoquinas proinflamatorias en estas células®.

A diferencia de los otros miembros de la familia de IL-
1, IL-33 induce principalmente respuestas inmunes
Th2 en varios tipos de células inmunitarias. Se demos-
tré inicialmente que ST2L se expresaba de forma se-
lectiva en células Th2, y no en otros tipos de células T.
Estudios posteriores han demostrado que la IL-33 pue-
de activar las células dendriticas murinas que condu-
cen directamente a la polarizacién de las células T vir-
genes hacia un fenotipo Th2%, y puede actuar directa-
mente sobre las células Th2 para aumentar la secrecién
de citocinas Th2 como IL-5 e IL-13. Ademi4s, la IL-33
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también puede actuar como un quimioatrayente para
las células Th2?!. Esta citocina puede activar las células
B1 iz vivo, induciendo la produccién anticuerpos IgM,
ademds de la produccién de IL-5 e IL-13%2

Es probable que la funcién principal de los efectos de
IL-33 en el sistema inmunolégico en términos evolu-
tivos fuera la defensa del huésped contra patdgenos.
También se ha demostrado que la IL-33 enddgena es
importante para la inflamacién eosinofilica pulmonar
y la produccién de IL-5 en las ILC2%3%4,

El asma alérgica se asocia con inflamacidn eosinofilica
de las vias aéreas. Los eosinéfilos estdn presentes en un
mayor niimero dentro del lumen de las vias respirato-
rias y el tejido de los asmdticos alérgicos en compara-
cién con los controles sanos, y la reduccién de la cosi-
nofilia de las vias respiratorias reduce las tasas de exa-
cerbacién del asma?®. El papel importante de los cosi-
néfilos en asma apoya la necesidad continua de desarro-
llar nuevos objetivos para reducir la funcién mediada
por estas células®. En estudio previo, se demostré que
la IL-33 indujo la produccidn de superdxido de cosind-
filos y la desgranulacién en niveles similares al control
positivo de IL-5. Adicionalmente, IL-33 fue capaz de
aumentar la supervivencia de eosinéfilos e inducir pro-
duccién de IL-8, que fue inhibida por anti-ST2L”.

El asma bronquial constituye un problema grave en
la salud publica a nivel mundial. Existen pocos da-
tos actualizados de prevalencia de asma en adultos en
Latinoamérica, Argentina y puntualmente en Cérdoba,
con sus acroalérgenos locales; tampoco hay informa-
cién publicada sobre la relacidn entre asma e IL-33,
siendo estos tltimos marcadores de inflamacidn y seve-
ridad. A pesar de los avances en esta patologia, encon-
tramos la necesidad de un mejor conocimiento en la fi-
siopatogenia del asma y de esta manera poder prevenir
estadios de severidad, cronicidad y sus comorbilidades.
Por lo anteriormente expuesto, se plantearon los si-
guientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar y relacionar el rol de IL-33, en suero de pa-
cientes asméticos en todos sus estadios como mar-
cador de severidad, evaluando su sensibilidad para el
diagnéstico precoz y predictivo del asma.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Dosar la IL-33, sérica en pacientes con distintos esta-
dios de asma bronquial, comparandolos con controles
sanos.

o Evaluary relacionar el rol de cosinéfilos e IgE en el de-
sarrollo del asma bronquial en pacientes adultos
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Figura |. Niveles de IgE sérica y severidad de asma. Determina-
cién de niveles de IgkE en pacientes con asma clasificados segin
su severidad en leve (n=25), moderada (n=69) y severa (n=35),
comparados con controles sanos (n=59). Se muestra el ndme-
ro de pacientes que conforman cada grupo y los niveles de IgE
sérica expresada en kU/I como valor de la media + error estdn-
dar: * p<0,0001.

MATERIALESY METODOS

Este trabajo fue prospectivo, transversal y analitico, basado
en pacientes asmaticos que consultaron en forma esponté-
nea o por derivacién al Servicio de Alergia e Inmunologfa
del Hospital San Roque, Cérdoba, Argentina, durante el
periodo comprendido entre el primero de diciembre de
2014 y el primero de octubre del afio 2018.

MUESTRA

En el presente trabajo la muestra fue conformada por 188
personas consecutivas asignadas a dos grupos: Grupo 1
(problema): 129 pacientes asméticos. Grupo 2 (control):
59 personas sanas sin enfermedad aparente, no asmdticas.
Para obtener esta cifra se realizd el célculo de muestra por
prevalencia. Segtin los datos de Copioli y cols. 2009%, la
prevalencia de asma en la provincia de Cérdoba alcanzé
el 14,3% en su grupo de estudio, con un nivel de fiabili-
dad del 95% y un margen de error del 5%. El valor deter-
minado por el test indica que una muestra representativa
para la fiabilidad de los datos corresponde a la inclusién
de al menos 100 pacientes con asma. Se determind sexo,
edad y caracteristicas antropométricas de la muestra es-
tudiada; donde a todos los participantes se les entregd el
Consentimiento Informado para ser leido y firmado.

METODOLOGIA DE ESTUDIO
El presente estudio adopta los criterios de GINA (Global
Iniciative for Asthma)** donde el asma se define como una
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enfermedad heterogénea caracterizada por inflamacién
crénica de la via aérea. Se manifiesta con sintomas respi-
ratorios tales como: sibilancias audibles a la auscultacién,
respiracidn corta, opresién tordcica, tos que varfa de in-
tensidad y frecuencia asociada a variable limitacién del
flujo aéreo respiratorio. Segun su severidad se clasifica el
asma en: asma leve (intermitente y persistente), modera-
da y severa. Para la definicién de los criterios de asma, se
siguid el criterio del consenso colaborativo del Nacional
Heart, Lung, and Blood Institute (Instituto Nacional del
Corazén, los Pulmones y la Sangre). Estados Unidos de
Norteamérica, y la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS-WHO), y al que se unen decenas de organizacio-
nes de todo el mundo.

Se les realizé historia clinica con todos los datos perso-
nales, investigando enfermedad de asma, rinitis alérgica,
etiologfa de la enfermedad, antecedentes familiares, ante-
cedentes de tabaquismo. Examen fisico e indice de masa
corporal.

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

- Criterios de inclusién: pacientes de ambos sexos, ma-
yores de 18 afios con asma segun criterios GINA.

- Criterios de exclusion: pacientes con enfermeda-
des crénicas, tales como cardiacas, renales o gastroin-
testinales. Enfermedad aguda inflamatoria. Patologia
oncolégica.

Se interrogd sobre medicacién concomitante, dato rele-
vante al momento de realizar los estudios requeridos para
el proyecto. Ejemplo, el uso de antihistaminicos 7 dias an-
tes de la realizacién de test cutdneos. Con respecto a las
pruebas funcionales respiratorias, los pacientes no debian
recibir broncodilatadores hasta 12 horas antes del estudio.

ESTUDIOS DE LABORATORIO

Se trabajé con sangre, obtenida por puncién endovenosa,
se realizaron estudios citoldgicos completos, por hemoci-
tometria, con especial enfoque a los cosindfilos y neutrdfi-
los. Los eosindfilos en sangre periférica se contaron segtin
la técnica estdndar de citometria de flujo.

Determinacion de inmunoglobulina E total

Se realizé por la técnica de ELISA, utilizando un en-
sayo inmunométrico quimioluminiscente en fase soli-
da (ECLIA). Para obtener un funcionamiento éptimo,
es importante realizar todos los procedimientos segun lo
definido en el manual del operador Cobas e 411 (Roche
Diagnostics”).

Los niveles de IgE fueron determinados usando la curva
con los calibradores provistos por el laboratorio productor
del equipo de estudio ¢ interpolando los valores obtenidos
con los puntos de dicha curva. Rango de deteccién mini-
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mo de 0,5 kU/I de IgE a 2000 kU/I, para concentraciones
del primer estudio. En caso de mantener valores de 22000
kU/I al final de la determinacidn, se puede extender el ran-
go de deteccion, usando diluyente para niveles altos y en el
caso de ser menor a 0,5 kU/I se usa el ajustador para nive-
les bajos. Todos provistos por el laboratorio productor del
kit. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado,
con un cv 2% entre la primera y segunda determinacién y
3,5% entre la primera y tercera determinacion.

Determinacion de interleucina 33.

Las concentraciones de IL-33 fueron medidas con la téc-
nica ELISA sdndwich empleando suero diluido de pacien-
tes siguiendo las indicaciones del laboratorio fabricante.
En este trabajo se emplearon equipos de ELISA Duo Set
Kit, para IL-33, Laboratorio R&»D Systems (Minneapolis,
MN, USA) Lote: P132285.

Brevemente, 4 pg/ml de anticuerpo monoclonal de captura se
afiadi6 a una placa de 96 pocillos (Nunc, Rochester, NY, USA)
y la placa se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente.
Luego se incubd la placa con solucién de bloqueo, tampén
fosfato salino (PBS) conteniendo seroalbimina bovina al 1%
y 0,05% Tiveen 20 (PBS-ASB-T20) durante 2 horas a tem-
peratura ambiente. Todas las muestras de sueros fueron dilui-
das 1:2 con PBS-ASB-T20. Las curvas estandares también
fueron diluidas con las mismas sustancias. Todas muestras y
recombinantes estdndar de IL-33 se afiadieron a las placas, y
cada placa se incubé durante 2 horas a temperatura ambien-
te. La placa se lavé cuatro veces con PBS / Tiveen 20, se agregd
200 ng/ml de anticuerpos monoclonales de deteccién bioti-
nilado y la placa se incubé por 2 horas a temperatura ambien-
te. La placa fue lavada 3 veces, luego se agregd estreptavidi-
na-fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, di-
luido 1:2, 000) y la reaccién continud durante 2 horas a tem-
peratura ambiente. La placa se lavé cuatro veces, y 1 mg/ml
de p-nitrofenil fosfato disuelto en dietanolamina (ambos de
Sigma-Aldrich) fue agregado para inducir la reaccién de co-
lor, que fue detenida por afiadiendo 50 pl de 1 N NaOH. La
densidad dptica se leyd a 405 nm se midié en un lector de mi-
croplacas automatizado. Se trazé una curva estindar median-
te la representacién de la densidad Sptica vs. el registro de las
concentraciones de IL-33. Las concentraciones fueron expre-

sadas en pg/ml.

APROBACION ETICA

El estudio fue aprobado por el Comité Etico Cientifico
del Hospital San Roque, por los Consejos de Evaluacion
Etica de la investigacién en Salud y Comité Institucional
de Etica en Salud (CIEIS) de la Provincia de Cérdoba.

ANALISIS ESTADISTICO

La carga de datos se realizé en planillas de célculo de
Excel. Para el andlisis estadistico, las variables cualitativas

102

N
" AAIC

2500
*
©
2 * *
E
5 2000
a
Q
(3]
£
@
T 1500
@
(=9
g
<)
&
3 1000 o
s i
g .
":] . T
o
S s00 :
£ i
& H
: N
g n-
o . 1 1
Control Leve Moderada Severa
=59 na25 =69 n=35

Clasificacion de asma

Figura 2. Eosindfilos y severidad de asma. Recuento de eosindfilos
(Eo) en sangre periférica en pacientes con asma clasificados segin
su severidad en leve (n=25), moderada (n=69) y severa (n=35),
comparados con controles sanos (n=59). Se muestra el nimero de
pacientes que conforman cada grupo, y el nimero de Eo/ml expre-
sada como valor de la media + error estdndar. * p=0,0001.

se trabajaron con frecuencias absolutas (ntimero de casos)
y con frecuencias relativas (porcentajes). Para las variables
cuantitativas, se utilizaron el promedio y el error estdndar
como medidas descriptivas. También se utilizaron los va-
lores méximos y minimos para mostrar los rangos de dis-
persion. Se realizaron graficos de torta, de barra, de pun-
tos y de box-plot. Se utiliz6 el programa Infostat Profesional
version 2018 y SPSS versién demo para la realizacién de
los graficos y las pruebas estadisticas.

Para las variables categéricas, se realizaron andlisis de
Chi cuadrado. Para las variables numéricas, se realiza-
ron en primer lugar, test de normalidad para evaluar su
naturaleza: test de normalidad de Shapiro Wilks y de
Kolmogorov Smirnov. Una vez definido eso, se utiliza-
ron los test Wilcoxon y Kruskal-Wallis dependiendo de
las hipdtesis estadisticas planteadas. En el caso del test de
Kruskal-Wallis, se realizé como andlisis a posteriori com-
paracién de a pares para ver las diferencias entre catego-
rias de la variable. También se realizaron andlisis de co-
rrelacion de Spearman y andlisis de regresién lineal. Para
todos los andlisis estadisticos, p-valor <0,05 se conside-
16 significativo.

RESULTADOS

ASPECTOS CLINICOSY CARACTERISTICAS
GENERALES

Caracteristicas de los pacientes
Se estudiaron 129 pacientes asmiticos y 59 controles sa-
nos. El grupo asmatico, estuvo constituido por 98 pacien-



N
" AAIC

1,50
1,20

0,90

IL-33 (pg/ml)

0,60

0,30

0,00

Control Asma
n=59 n=129
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tes de sexo femenino (76%) y 31 pacientes masculinos
(24%). El grupo control (n=59) presenté 45 de sexo fe-
menino (75%) y 14 de sexo masculino (25%) (p=NS). La
edad promedio de los pacientes asméticos fue de 38,9 +
1,5 afos con rango entre 77 y 18. En los controles sanos,
la edad promedio fue de 34,4 + 1,5 afos, con un rango en-
tre 63y 18 afios.

Niveles de IgE y severidad de asma

La IgE ha sido identificada como un factor central en
el asma alérgica debido a su naturaleza especifica para
alérgenos. Muchos de los mecanismos de la cascada in-
flamatoria que subyacen al asma alérgica ya se han di-
lucidado, y se ha demostrado que la IgE desempefia un
papel fundamental en el desencadenamiento, desarrollo
y cronicidad de las respuestas inflamatorias dentro de la
enfermedad??.

En la poblacién de pacientes asmdticos estudiamos los
niveles séricos de IgE, se observé un valor promedio de
438,98+61,53 kU/] con un rango de dispersion entre
3200-5 kU/I, mientras que en los controles sanos presen-
taron niveles de IgE sérica total de 112,97+31,41 kU/I
con un rango de 1422-2 kU/I. La comparacién de la con-
centracion de IgE sérica total entre individuos sanos con
pacientes asmdticos, presentd una diferencia estadistica-
mente significativa (p<0,0001).

Los niveles de IgE estuvieron asociados con la severidad
del asma, asi es que se pudo observar en pacientes con asma
leve un nivel de 342,71+169,9 kU/I, en asma moderada
de 458,334+84,85 kU/I, en asma severa de 438,13+109,17
kU/I. En controles sanos los valores obtenidos fueron de

IL-33 y su rol en el asma | de Barayazarra Sy cols.

112,97431,41 kUI/I, observindose una diferencia signi-
ficativa al ser comparado con los diferentes grupos de pa-
cientes asmdticos (p<0,0001) (Figura 1).

Valor de eosindfilos en sangre y severidad de asma

Se determiné el ntimero de cosindfilos (Eo) por mm? en
todos los individuos incluidos en este estudio (Figura 2).
Los controles sanos presentaron un valor de 181,13+16,69
Eo/mm® (690-50 Eo/mm?), mientras que en pacientes
con asma leve presentaron 374,7+92,13 Eo/mm? (1980-
0 Eo/mm?®), pacientes con asma moderada, 371,64+43,34
Eo/mm?® (2.266-0 Eo/mm?), pacientes con asma severa
471,09+75,26 Eo/mm® (1.953-0 Eo/mm?) El andlisis es-
tadistico permite establecer que existe diferencia significa-
tiva entre los individuos sanos y los diferentes grupos de
pacientes con asma (p <0,0001).

INTERLEUCINA 33

Determinacion de niveles IL- 33 sérica

La interleucina 33, considerada una alarmina, se libera
posterior a alguna injuria tisular en el epitelio bronquial,
pudiendo inducir las exacerbaciones de enfermedades
alérgicas como el asma. Esta, junto con IgE, cosindfilos y
demés mediadores Th2 mantienen la hiper-respuesta de la
via aéreay el remodelamiento de la misma. En este estudio
evaluamos los niveles séricos de esta citocina en grupos de
pacientes asmaticos y controles sanos.

El valor obtenido para IL-33 en el grupo de pacientes as-
maticos fue 0,8240,08 pg/ml, rango entre 2,33 y 0 pg/ml.
Los controles sanos fueron de: 0,14+0,02 pg/ml con un
rango entre 1,17 y 0 pg/ml. Obteniendo una p=0,0021,
estadisticamente significativa (Figura 3).

Valores de IL-33 y severidad de asma

Los niveles de IL-33 se obtuvieron en controles sanos
(n=59) y en pacientes con diferentes grados de asma. Los
controles sanos presentaron valores de 0,14 + 0,02 pg/ml,
rango de 1,17 a 0,00 pg/ml, mientras que para los pacien-
tes con asma leve (n=25) los niveles fueron de 0,54 + 0,10,
pg/ml con un rango de 1,51 2 0,00 pg/ml, los valores para
pacientes con asma moderada (n=69) presentaron 1,15 +
0,11 pg/ml rango entre 2,23 2 0,00 a pg/ml (p=0,0001), y
en pacientes con asma severa (n=35) 0,23 + 0,10 con ran-

go entre 1,76 2 0,0 pg/ml. (Figura 4).

Niveles de IL-33 e IgE sérica

Cuando se efectuaron los estudios de correlacién entre
IL-33 ¢ IgE total sérica presentaron una correlacién sig-
nificativa entre ambos niveles, a mayor aumento de IL-
33, mayor nivel de IgE sérica. El indice de correlacién
fue estadisticamente significativo con una p=0,0016

(Figura Sy 6).
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DISCUSION

El desarrollo de estudios en pacientes asmdticos dirigidos
a evaluar la respuesta frente a aeroalérgenos y las distin-
tas caracteristicas de la poblacién en la ciudad de Cérdoba
permite aumentar el conocimiento sobre la misma y sien-
ta las bases para la realizacidn de trabajos posteriores ten-
dientes a definir las caracteristicas regionales de una enfer-
medad frecuente, que constituye un grave problema en la
salud a nivel global.

El presente trabajo aborda el estudio de diversos pardme-
tros clinicos, bioquimicos e inmunoldgicos asociados a
los diferentes estadios de severidad del asma, permitien-
do una mejor comprensién de la enfermedad. En este es-
cenario la busqueda de marcadores bioldgicos de severidad
y cronicidad con valor predictivo constituye un continuo
desafio. Este trabajo proporciona sélida evidencia sobre la
importancia del estudio sistémico de la IL-33 en pacien-
tes con asma de diversas severidades y su correlacién con
otros pardmetros de interés, tales como IgE sérica total y
eosinofilia.

En nuestro estudio los pacientes asmaticos se clasifica-
ron de acuerdo a la severidad del cuadro clinico siguien-
do GINA: asméticos persistentes leves en 25 casos, mode-
rados 69 casos y con asma severa 35 casos. Estas propor-
ciones de severidad han sido mostradas en varios trabajos
previamente publicados, con los que coincidimos*®. El
numero de pacientes incluidos en cada grupo proporcio-
na solidez a nuestros hallazgos, siendo también importan-
te destacar que en los otros estudios donde se asocié asma
¢ IL-33 solo analizaron pacientes con asma leve!%.

Con relacién a los niveles de IGE sérica de los pacien-
tes asmdticos, en nuestro estudio el valor promedio ob-
servado fue de 438,98 kU/I, siendo los asmaticos mode-
rados y severos mayor de 450 kU/I y los asmdticos leves
de 350 kU/I, mientras que los controles sanos presenta-
ron niveles de IgE sérica total de 112,97 kU/L. Estas ob-
servaciones concuerdan con lo publicado por Gasiuniene
y cols.?” quienes reportaron niveles de IgE sérica total de
655 kU/l en pacientes asméticos y 117,29 kU/l en contro-

les sanos. Otros autores*?°

observan valores promedio de
esta IgE de 188 kU/I en asmaticos, mientras que Gliick y
cols.>! obtuvieron niveles de 49 kU/I. En estudios realiza-
dos en Argentina, Muifio y cols.***® hallaron valores supe-
riores a 350 kU/I en asmaticos alérgicos. Por otra parte, se
conoce que los niveles de IgE elevados son potencialmen-
te causa de aumento del riesgo de padecer asma y también
diversos grados de severidad; en acuerdo con este concep-
to, Burrows y cols. reportaron correlacién positiva entre
niveles de IgE sérica y padecimiento de asma asociado a se-
veridad. Otros autores como Watanabe y cols.” y Gliick y
cols.>* no coinciden con esta observacion.
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En cuanto a la presencia de eosinéfilos (Eo), Watanabe
y cols.*® encontraron un promedio de 201 Eo/pl, con un
rango de 128 Eo/uL a 334 Eo/pl, en los pacientes asméti-
cos estables, mientras que en los pacientes con riesgo (11
vs. 93) fue de 79 Eo/yl. Estos resultados muestran diferen-
cias con los observados en nuestro estudio, ya que los pa-
cientes asmdticos presentaron un promedio de 407,15 Eo/
ul y los controles sanos de 181 Eo/pl. También observa-
mos, que, al clasificar los pacientes asmadticos segun seve-
ridad, la cosinofilia era mds importante en asméticos se-
veros, intermedia en moderados y més baja en asmaticos
leves. Todos estos resultados hallados indicarfan el pa-
pel de esta célula en la patogenia del asma. En coinciden-
cia con lo publicado con otros investigadores®*¢*
Marthur y cols.®®y Diver y cols.”, la eosinofilia puede ser

, segun

considerada una herramienta para el diagndstico de asma,
asociado con la obstruccién bronquial reversible, debido a
que el asma puede presentar niveles de eosinéfilos aumen-
tados, asociado a su caracteristica en relacién al perfil de
respuesta Th2 y Th9#41,

Recientes evidencias indican que el epitelio, y la citocina
IL-33 secretada por el mismo, juegan un rol relevante en el
desarrollo del asma alérgica®.

En nuestro estudio, que incluyd 129 pacientes asméticos
y 59 controles sanos, se demostré que todos los pacientes
asmiticos presentaron niveles de IL-33 sérica incrementa-
dos y estadisticamente significativos, comparados con los
controles sanos. La produccién de esta citocina en los pa-
cientes asmiticos fue 5,8 veces mayor a los observados en
controles sanos. Nuestros resultados estdn en acuerdo con
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el meta-anilisis realizado por Riu Li y cols.” que inclu-
y6 un total de 633 pacientes con asma y 379 controles sa-
nos, donde los pacientes del primer grupo tenfan un nivel
de IL-33 sérica mucho mds alto que los controles sanos.
Gliick y cols.*! estudiaron el nivel de IL-33 en suero de
pacientes asmaticos adultos de una edad promedio de 43
afios (rango 33-54 afios) y controles sanos de similar edad;
también en acuerdo con nuestros hallazgos, Gliick y cols.
reportaron que los niveles de IL-33 fueron elevados en los
pacientes asmdticos comparados con los controles sanos.

Interesantemente, cuando en nuestro estudio los pacien-
tes con asma bronquial fueron clasificados en los diversos
grados de severidad y comparados con controles sanos, los
mayores niveles de laIL-33 se registraron en pacientes con
asma moderada (1,15+0,11 pg/ml), seguidos por pacien-
tes con asma leve (0,54+0,01 pg/ml). Los pacientes con
asma severa mostraron una marcada diferencia en los nive-
les de IL-33, caracterizada por una baja concentracién sé-
rica (0,21£0,1 pg/ml) que no mostrd diferencia significa-
tiva respecto a los valores observados en controles sanos.

De manera relevante, entre los resultados obtenidos y dis-
cutidos en esta seccidn se destaca los niveles aumentados
de IL-33 en pacientes con asma moderada y leve y el ni-
vel inferior de IL-33 sérica en pacientes con asma severa
de varios afios de evolucién avalado por el andlisis multi-
variado que fue significativo para esta correlacién. En su
conjunto, estos hallazgos se podrfan explicar en relacién
a las caracteristicas de las principales células productoras
de esta citocina, a su capacidad funcional y al proceso de
remodelacién bronquial que experimentan estos pacien-
tes por las intensas crisis y largos perfodos de crisis sin re-
solver, lo cual lleva a claras manifestaciones clinicas y fun-
cionales de la severidad del asma®™%. Por otra parte, el au-
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mento de la musculatura bronquial, que se torna hipertré-
fica, la alteracién de los neumocitos IT 'y la produccién de
surfactante, son todos factores que influirfan para remo-
delar el 4rbol bronquial, siendo el factor epitelial e IL-33
(alarmina) el que iniciarfa el proceso, a continuacién de la
alteracién epitelial donde aparecen otros mecanismos de
agresion, los cuales perpettian la respuesta inflamatoria del
asma. En este contexto la IL- 33 es un factor importan-
te pero no Unico en la patogénesis del asma, sobre todo,
en las formas iniciales, de caracteristicas leves a modera-
das, con un nivel de IL- 33 ¢levado respecto a los contro-
les. Los niveles de citocina observados en categorfa severa,
menores con respecto a los otros estadios, podran ser in-
terpretados en relacién a la cronicidad del proceso y el dis-
paro de otros multiples factores ademds de IL-33%.

En este punto es importante destacar las observaciones
reportadas por Ketelaar y cols.”, quienes indicaron que
IL-33 sérica humana es dificil de detectar en suero por
el método de ELISA. Seguin estos autores, esto se debe-
ria a la escasa sensibilidad y especificidad de los ensa-
yos disponibles actualmente. Ante esta advertencia, se
tomd en cuenta la observacién efectuando un exhaus-
tivo anélisis de las diferentes marcas comerciales y su
aval cientifico®". El equipo usado en nuestro estudio
(Re&#D Systems) mostré alta reproducibilidad de los re-
sultados y muy buena sensibilidad. Se logré un eleva-
do nivel de deteccién al ampliar la curva de calibracién
y hacerla lo suficientemente extendida, lo cual asegu-
ré la correcta lectura de los niveles de la misma IL-33
en suero. En nuestro trabajo no hubo relacién entre los
valores de cosindfilos en sangre e IL-33. Esta observa-
cién coincide con lo reportado por Porsbjerg y cols.”,
en un estudio de pacientes asméticos y controles sanos,
en el que no encontraron asociacién de cosinofilia e IL-
33 en la via aérea ni en sangre periférica de los pacien-
tes. Por otra parte, Gasiuniene y cols.”, hallaron altos
niveles de IL-33 en un grupo de asmdticos eosinofili-
cos comparados con el grupo de asma no eosinofilicos.
De esta manera los estudios sobre eosinofilia e IL-33
en humanos no muestran un claro consenso. Por otra
parte, Brannan y cols.”® observaron que el nivel de IL-
33 podria aumentar la cosinofilia de las vias respirato-
rias y la cosinofilopoyesis de la médula 6sea en ratones
después de la exposicidn a un alérgeno como Alternaria
alternata. En este fendmeno estaria involucrada la ac-
tivacién de los ILC2, que aumentan la produccién de
IL-5 ¢ IL-33. Esta tltima citocina tiene también un po-
tente efecto sobre la funcién de los eosinéfilos e IL-5,
al aumentar la produccién de cosindfilo-superoxidasa,
y desgranulacién con prolongacién de la supervivencia
de los mismos. En nuestro estudio, coincidentemente
con otros autores, los niveles de IgE sérica estdn gene-
ralmente relacionados con el estado alérgico de los su-
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jetos y encontramos la correlacién entre el nivel de IgE
y los niveles séricos de IL-33 en pacientes asmdticos.
Estos hallazgos, reafirman la asociacién entre la IL-33
y la produccién de IgE. El epitelio de las vias respirato-
rias representa la interfaz entre el medio ambiente y el
sistema inmune (inmunolégico), y se estd acumulando
evidencia creciente para respaldar su papel en la inmu-
nopatologia del asma. Esto refuerza la teorfa epitelio/
mesénquima, con lo cual se coincide’*’. En las tltimas
dos décadas se focalizé el estudio sobre IL-33 como im-
portante factor de inicio de la respuesta inmunoldgica.
Los estudios recientes de varios autores ponen en evi-
dencia que existe un eje IL-33, sST2 e ILC2 como base
central de la patogénesis de la inflamacidn alérgica del
asma bronquial’. Sobre este punto en especial se apor-
ta en el presente estudio la importancia de IL-33 y res-
puesta Th2 en la gran mayorfa de nuestros asmdticos
estudiados. Los hallazgos encontrados en este trabajo
aportan s6lidas evidencias sobre el rol de la IL-33 en
asma, sentando las bases de la importancia de su mo-
dulacién. En el transcurso de los tltimos afios, en ple-
na fase de desarrollo del presente estudio, han surgido
nuevas estrategias de inmunointervencién en esta pato-
logia a través del desarrollo de anticuerpos monoclona-
les dirigidos contra la IL-33. Su objetivo es negativizar
a esta citocina y disminuir el dafio del epitelio que im-
plica la inflamacidén del asma o enfermedades alérgicas.
Ser capaz de identificar el fenotipo de los pacientes de
cada grupo utilizando biomarcadores y sintomas clini-
cos nos acercaria al objetivo de la medicina de precisién
y permitirfa utilizar el tratamiento adecuado para cada
tipo de paciente.

CONCLUSIONES

Este es un trabajo sobre asma bronquial, una enfermedad
crénica inflamatoria que presenta una patogenia intrinca-
da con diversos factores previamente estudiados, pero no
bien definidos. Nuestro objetivo fue correlacionar varios
de estos pardmetros y el factor epitelial, especialmente re-
presentado por IL- 33.

Los hallazgos mds importantes de la presente investiga-
cioén son:
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e La definicién de asma es de tipo clinico, refrendado
por hiperreactividad bronquial, con reversibilidad de
diversos grados. Esto se ha encontrado en todos nues-
tros asmaticos.

e En nuestra poblacién desde jovenes a adultos mayores
predomina el sexo femenino. Su edad promedio fue
de 38 afos.

o Los niveles séricos de IL-33 estuvieron aumentados en
pacientes con asma cuando lo comparamos con con-
troles sanos. Se observaron mayores niveles de IL- 33
en pacientes con asma leve y moderada.

e Hacen falta mds trabajos de investigacién para mejo-
rar el conocimiento, con el tnico fin de llevar a cabo
una medicina personificada y de precision.
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