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RESUMEN

Introduccion: la presencia de linfocitos Th2 en las
vias respiratorias de pacientes con asma bronquial
es un hecho bien conocido. La quimiocina regula-
day activada del timo es un quimioatrayente muy
potente para linfocitos Th2, y tiene una importan-
te participaciéon en enfermedades inflamatorias.
Objetivo: Investigar la liberaciéon de la quimiocina
regulada y activada del timo en el liquido de lava-
do bronquioalveolar de pacientes asmaticos.
Material y métodos: Se realizé lavado bronquioal-
veolar a 17 asmaticos y 13 controles. Se efectué
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cuenta diferencial y medicién de la quimiocina re-
gulada y activada del timo por el método de ELISA.
Resultados: la cuenta diferencial en lavado bron-
quioalveolar mostré que el nimero de linfocitos,
eosinofilos y células epiteliales encontrados estan
significativamente mas elevados en sujetos asma-
ticos, comparado con los controles (6.1 vs 1.0 lin-
focitos x 103/mL, 1.4 vs 0.24 eosindfilos x 10%/mL
y 1.3 vs 0.02 células epiteliales x 103/mL, respec-
tivamente) La determinacion de la quimiocina re-
gulada y activada del timo demostré que los nive-
les de esta citocina en lavado bronquioalveolar
fueron significativamente mas elevados en sujetos
asmaticos, comparada con los sujetos control (me-
diana 313 vs 35pg/mL) Observamos que existe co-
rrelacion entre los niveles de la quimiocina re-
gulada y activada del timo en liquido de lavado
bronquioalveolar y la hiperreactividad bronquial
(PC,, a metacolina) (r=-0.7, p=0.001) asi como en-
tre la quimiocina regulada y activada del timo y el
numero de linfocitos encontrados en el liquido del
lavado bronquioalveolar (r=0.47, p< 0.001).

Discusién: este estudio demuestra que en los pa-
cientes asmaticos se produce un incremento en la
liberacién de la quimiocina regulada y activada del
timo en el liquido de lavado bronquioalveolar, y ni-

201



Diana Lezcano Meza y cols.

veles de esta citocina se asocian con hiperreactivi-
dad bronquial. Esto sugiere que la quimiocina regu-
lada y activada del timo podria desempefiar una fun-
cion muy importante en la patogénesis del asma.

ABSTRACT

Introduction: The presence of Th2 lymphocytes in
airways of bronchial asthma patients is a well-rec-
ognized feature. Thymus- and activation- regulated
chemokine (TARC) is a potent chemoattractant for
Th2 lymphocytes and plays an important role in in-
flammatory diseases.

Obijective: TARC release in the bronchoalveolar la-
vage (BAL) fluid from asthmatic patients was inves-
tigated.

Material and methods: BAL was performed to 17
asthmatics and 13 controls.

Results: Differential count and TARC measurement
by ELISA was performed. Differential cell counts in
BAL fluid showed that numbers of lymphocytes,
eosinophils and epithelial cells were significantly
elevated in asthmatic subjects compared with con-
trols (6.1 vs 1.0 lymphocytes x 103/mL, 1.4 vs 0.24
eosinophils x 103/mL and 1.3 vs 0.02 epithelial cells
x 10%/mL, respectively). Measurements of TARC by
ELISA showed that levels of this cytokine were sig-
nificantly elevated in BAL fluid from asthmatics
compared with normal subjects (median 313 vs 35
pg/mL). There was a significant correlation between
TARC levels in BAL fluid and bronchial hyperreac-
tivity (PC,, response to metacholine) (r=-0.7, p
<0.001) and between TARC levels and lymphocytes
numbers in BAL fluid (r= 0.47, p= 0.001).
Discussion: These findings suggest that TARC may
play an important role in the pathogenesis of asthma.

INTRODUCCION
El asma bronquial es una enfermedad inflamatoria créni-
ca, caracterizada por inflamacién de las vias aéreas con un
alto grado de infiltracion de eosindfilos y células T activa-
das, donde primordialmente a los linfocitos CD4+ se les
atribuye una funcién muy importante en la patofisiologia de
dicha enfermedad®. Varios estudios han demostrado una
gran acumulacion de linfocitos tipo Th2 en las mucosas de
las vias aéreas con una alta capacidad de producir diferen-
tes citocinas, tal es el caso de IL-3, IL-4, IL-5 e IL-13%2 las
cuales inducen la produccion de IgE y activacion de eosi-
ndfilos. Algunas evidencias recientes sugieren que el reclu-
tamiento de células T a los sitios de inflamacién es un pro-
ceso de varios pasos que involucra interacciones endotelio-
leucocitos mediadas por diferentes moléculas de adhesién
y la generacion local de quimiocinas que dirigen la migra-
cién del compartimiento vascular al area inflamada?*.

El reclutamiento de linfocitos es regulado por las qui-
miocinas, que son una superfamilia de proteinas de bajo
peso molecular que tienen la capacidad de inducir la qui-
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miotaxis de leucocitos, regulando asi la acumulacién de
ciertos tipos celulares durante la respuesta inflamatoria. La
familia de las quimiocinas se divide en cuatro grupos de
acuerdo a la posicion de uno o dos de los residuos de cis-
teina localizados en el extremo amino terminal de la pro-
teina (CXCL, CCL, CL y CX3CL)°®. La quimiocina regu-
lada y activada del timo (TARC, por sus siglas en inglés)
es miembro de la quimiocina CCL la cual tiene potente
actividad quimiotactica para linfocitos. Esta citocina fue
descrita por Imai y asociados por clonacion del gene D3A
de células mononucleares de sangre periférica estimuladas
con fitohemaglutinina®.

TARC es un ligando especifico para el receptor CCR4,
siendo este Ultimo selectivo de células tipo Th2. Estudios
hechos in vivo han demostrado que TARC participa en el
proceso alérgico. Por ejemplo, un grupo de ratones sensi-
bilizados con un anticuerpo anti-TARC no sélo fueron ca-
paces de prevenir la eosinofilia en las vias aéreas inducida
por ovalbumina, sino que también se indujo un decremento
tanto de linfocitos CD4+ infiltrantes como de las citocinas
IL-4 e IL-13". Ademas, pacientes asmaticos expuestos a reto
alergénico liberan concentraciones elevadas de esta citoci-
nad. Por inmunohistoquimica se ha demostrado una alta
inmunorreactividad de TARC localizado en el epitelio bron-
quial®. Sin embargo, hasta el momento no se ha investiga-
do en forma sistematica TARC en lavados bronquioalveo-
lares (LBA) de sujetos asmaticos estables y su posible co-
rrelacion con la severidad de dicha enfermedad. Por lo tan-
to, el objetivo de este estudio fue investigar los niveles de
TARC en LBA de pacientes con asma.

MATERIAL Y METODOS

Sujetos de estudio

En este estudio participaron 17 pacientes asmaticos asin-
tomaticos tratados con salbutamol inhalado y 13 sujetos
sanos como grupo control. Las caracteristicas clinicas de
ambos grupos estan resumidas en la Tabla I.

La atopia en los pacientes fue confirmada por pruebas
cutaneas con una serie de alergenos comunes entre los
gue se incluyen Dermatophagoides pteronyssinus y D. fa-
rinae, polen, perro, gato, pasto (Alk Abelld, EU).

Ninguno de los pacientes recibio tratamiento con cor-
ticoesteroides, cromoglicato de sodio o neocromil sédico
por lo menos dos meses antes de la broncoscopia.

Este protocolo fue aceptado por el Comité Cientifico y
Etico del Instituto Nacional de Enfermedades Respirato-
rias y todos los participantes firmaron carta de consenti-
miento para ser incluidos en él.

Broncoscopia

Fue realizada de acuerdo con los lineamientos de los Ins-
titutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos*® de
América. Bajo anestesia local de las vias aéreas superio-
res (lignocaine) el broncoscopio (Olimpus IT20D) se intro-
dujo por nariz o boca hasta el I6bulo medio. El LBA fue
realizado con 150mL de solucidn salina 0.9%. Los suje-
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tos fueron observados por tres horas posteriores al proce-
dimiento y se les aplico salbutamol cuando fue necesario.

El liquido del LBA se centrifug6é a 400g por 15 min a
4°C, el sobrenadante se almacené a —70°C en alicuotas
hasta su uso para la determinacion de TARC por ELISA.
Las células recuperadas se contaron y se sometieron a ci-
tocentrifugacion para cuenta diferencial con Diff-Quick
(Dade Behring, EU).

Cuantificacion de TARC

La cuantificacién de TARC se realizd por duplicado en las
muestras de LBA por la técnica de ELISA empleando el
método de doble anticuerpo el cual consiste, brevemen-
te, en cubrir cada pozo de la placa de ELISA con 100uL
de anticuerpo monoclonal anti-TARC (R&D Systems)
(4pg/mL en amortiguador de carbonatos pH 9.6) duran-
te toda la noche a 4°C. Se removié el anticuerpo no ad-
herido con cuatro lavados de PBS-Tween 20 al 0.05%.
Después de lavar y bloquear se adicionaron 100uL de
muestra (LBA) o estandares (TARC humana recombinan-
te R&D). Después del lavado, se agregaron 100pL de an-
ticuerpo anti-TARC biotinilado (200pg/mL) a cada pozo,
dos horas después se adicionaron 100uL del conjugado
estreptavidina-peroxidasa por 30 min. Subsecuentemen-
te se lavo y agreg6 sustrato (TMB, Sigma) Después de 15
min de incubacién, la reaccion se detuvo con 50uL de
H,SO,2M y la absorbancia se ley6 a 450nm en lector de
ELISA (BioRad) Las concentraciones de TARC en las
muestras se calcularon de la curva estandar. El limite de
deteccion fue de 10pg/mL y el coeficiente de variacion fue
del 5%.

Analisis estadistico

El analisis del estudio se realiz6 en el paquete estadistico
STATA version 7.0. Se estimaron medidas de resumen y
prueba de T de Student o de Kruskall-Wallis para varia-
bles continuas y prueba de Chi cuadrada o Exacta de Fis-
her para variables categoricas.

RESULTADOS

Hallazgos clinicos

Se estudiaron 17 pacientes asmaticos y 13 controles sa-
nos. La edad media de los pacientes fue de 35y de 36

Tabla I. Caracteristicas clinicas de los sujetos.

Sexo Edad FEV-1 PC,,
(afios) % (mg/mL)
Asmaticos 14 F 36 93.8 5.2

3M  (15-49)  (80-146) (2-8.5)

Controles 5F 35 98.8 32
8M (18 - 55) (88 - 138)
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afios, respectivamente. Los datos clinicos de los pacientes
se muestran en la Tabla I. El volumen espiratorio forzado
en el sequndo (VEF,) en asmaticos fue 93.6% (rango 80-
146%), mientras que en sujetos sanos fue de 98.8% (88-
138%).

LBA y poblacion celular

Se obtuvo el LBA de los 30 sujetos que participaron en el
estudio. El volumen de liquido recuperado no fue diferente
entre ambos grupos (68 + 10mL en asmaticos vs 60 +
12mL en sanos).

La comparacion del nimero de células totales y cuen-
ta diferencial obtenidas en el liquido de LBA de asmati-
cos y normales mostré que los linfocitos, eosindfilos y cé-
lulas epiteliales estan significativamente mas elevados en
sujetos asmaticos, comparado con los controles (p<
0.005, p< 0.001 y p< 0.05, respectivamente) (Tabla Il).

Medicion de TARC en LBA

La determinacion de TARC en LBA mostro que la concen-
tracion de esta quimiocina es significativamente mas ele-
vada en sujetos asmaticos, comparada con los sujetos
control (medianas, 313 rango 118-715pg/mL vs 35, ran-
go 15-62pg/mL) p< 0.001 (Figura 1).

Se encontrd una correlacion significativa entre los ni-
veles de TARC en liquido de LBA y la hiperreactividad
bronquial de respuesta a la metacolina (PC,) (r=-0.7, p<
0.001) (Figura 2A), asi como entre TARC y el niUmero de
linfocitos encontrados en el liquido del LBA (r= 0.47, p<
0.001) (Figura 2B).

DISCUSION Y CONCLUSIONES
La quimiocina TARC es un quimioatrayente muy poten-
te para linfocitos Th2, y tiene una importante participacion

Tabla Il. Cuenta total y diferencial de células en
lavado bronquioalveolar (x103/mL).

Asmaticos Controles
Macréfagos 20 20.35
(7.1 - 60) (1.8-129)
Linfocitos 61 1
(0-12.3 (0-3.4)
Neutrofilos 5.8 2.1
(0-15) (0-10.8)
Eosinofilos 1.4 0.24
(0-8) (0-0.8)
Células §1.3 0.02
epiteliales (0-9.2) (0-0.35)
Células totales 26 31
(3-100) (1.9 -140)

Los valores son expresados como mediana (rango)
*p<<0.005; *p<0.001; $p<<0.05.
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en enfermedades inflamatorias!!. El presente estudio de-
muestra que TARC se libera en concentraciones elevadas
en las vias aéreas de sujetos asmaticos estables. Los nive-
les de esta citocina en el LBA correlaciona con la severi-
dad del asma, medida por el reto de metacolina (PC,),
sugiriendo que TARC participa en la patogénesis de esta
enfermedad.

Uno de los primeros estudios que indicaron un incre-
mento en la expresion de TARC en células epiteliales bron-
quiales de sujetos asmaticos fue el del grupo de Sekiya T
y colaboradores en el 2000°, aunque ya anteriormente
habian surgido evidencias donde se demostraba la parti-
cipacion directa de dichas células como principales pro-
ductoras de diferentes quimiocinas en la respuesta infla-
matoria'?. Sin embargo, nuestro trabajo es el primer estu-
dio que muestra que pacientes asmaticos estables liberan
altas concentraciones de TARC en LBA. Cabe destacar
que el grupo de Berin y colaboradores?, reportd niveles
elevados de TARC en LBA, pero ellos lo hicieron en su-
jetos asmaticos con reto alergénico. Un dato adicional in-
teresante en nuestro estudio es el hallazgo de que las con-
centraciones de TARC correlacionan con la severidad de
la enfermedad (respuesta a metacolina PC,) lo que sugie-
re que esta quimiocina puede estar involucrada en la pa-
togénesis de la hiperreactividad bronquial. Existen estudios
recientes’**donde reportan los niveles incrementados de
TARC en muestras de suero, plasma y esputo de pacien-
tes tanto asmaticos como con rinitis alérgica lo que, de
acuerdo con los resultados de nuestros estudios, no sélo
se desencadena una respuesta local sino también sistémi-
ca. Todos estos datos en conjunto sugieren que TARC es
un mediador importante de la respuesta asmatica.

El receptor de TARC es CCR4 el cual se ha encontra-
do preferentemente expresado en células tipo Th2, por lo

TARC
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Figura 1. Niveles de TARC en LBA de sujetos asmaticos y con-
troles sanos. Las lineas horizontales representan el valor medio
(mediana).
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gue se sugiere una posible relacién de TARC en asma®.
La interaccion entre CCR4 y su ligando TARC resulta de
gran trascendencia en la regulacion del trafico de los lin-
focitos Th2 a los sitios de inflamacion alérgica. De mane-
ra interesante, se ha encontrado que el receptor para
TARC (CCR4) esta altamente expresado en linfocitos Th2
infiltrantes de las vias aéreas de asmaticos expuestos a reto
alergénico®®'? lo cual apoya la correlacion que encontra-

A
40
r=07 B Asma
p < 0.06001
o condrol
L3RR
tth
=)
E
& "
g 20
J
16 .
w % » [
EF *ﬂ .4
£} - = = 5 . "
O 100 2046 300 4000 500 800 700
TARC {pg/mlL}
B
30
y = .47 N
p < 0.0006 8 avma
o condrol
21 , .
-l
&
i »
2 1ty .
»5 4
& LI 3
3 GO .
el =g ®
{¥a mekan * CR M
-1, \ ) . . . y
4] 100 200 300 400 500 600 Y00
TARC {po/mlL}

Figura 2. Correlacion entre niveles deTARC e hiperreactividad
bronquial (A) y linfocitos (B).
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mos entre TARC y el nimero de linfocitos en el liquido de
LBA. Nosotros sugerimos que TARC puede reclutar linfo-
citos Th2 en las vias aéreas de asmaticos, lo que enton-
ces puede amplificar la reaccién inflamatoria alérgica a
través de la produccién de citocinas tales como IL-4, IL-
5 e IL-13. Se sabe que IL-4 e IL-13 estimulan a las célu-
las B para producir IgE, mientras IL-5 induce activacion
y diferenciacion de eosindfilos!®1°. Estos eventos podrian,
mediar la inflamacién y la hiperreactividad bronquial.
Desde el punto de vista terapéutico el desarrollo de un
antagonista de TARC puede tener implicaciones impor-
tantes en el tratamiento del asma. Evidencias indirectas
de esto se han obtenido en ratones sensibilizados a los
que el uso de un anticuerpo monoclonal anti-TARC an-
tes del reto alergénico disminuye el grado de eosinofilia
e hiperreactividad bronquial asi como la infiltracion de
células CD4+.

En resumen, nuestro estudio demuestra que los asma-
ticos estables tienen concentraciones altas de TARC en el
liquido de LBA, y los niveles de esta citocina se asocian
tanto con la hiperreactividad bronquial como con la infil-
traciéon de linfocitos en las vias aéreas de sujetos asmati-
cos. Esto sugiere que TARC podria tener una funcion muy
importante en la patogénesis del asma.
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