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RESUMEN

El asma es una enfermedad inflamatoria de la via respiratoria inferior.
Aproximadamente 70% de los casos se define como alérgica porque se asocia al
incremento de IgE, involucrando la activacion de eosinofilos, mastocitos,
macroéfagos y linfocitos Th2. Para mantener la respuesta inmune es necesario la
presencia de ICOS, que es un coestimulador inducible expresado en los linfocitos
T y su ligando (ICOSL) en las células presentadoras de antigeno. La union de
ICOS con ICOSL polariza la respuesta hacia un perfil Th2 incrementando los
niveles de IL-4 e IL-5. Posterior al contacto de ICOS con su ligando se liberan de
la membrana. Se ha observado que tanto ICOS como ICOSL soluble se
encuentran incrementados en algunas enfermedades inmunologicas, como lupus
eritematoso sistémico y artritis reumatoide. El objetivo de este trabajo fue
Determinar el efecto de ICOSL soluble sobre la proliferacion de células CD3+ y
produccion de IL-4 en pacientes con asma alérgica. Se reclutaron 43 pacientes
que se dividieron en dos grupos: asma alérgica y no alérgica, que fueron
comparados con 24 sujetos sanos. Se obtuvo el suero de muestras sanguineas
de sangre periférica y se realizaron dos pruebas ELISA para medir los niveles
sanguineos de ICOS e ICOSL. Para los cultivos celulares se obtuvo sangre de 6
pacientes asmaticos y 8 sujetos sanos, se separaron las células mononucleadas
por gradiente de densidad y posteriormente se obtuvieron las células CD3+ por
separacion negativa utilizando perlas MACS. Se establecieron cultivos celulares
en los que 72 horas midiendo la produccion de IL-4, IFN-yy proliferacion celular
por citometria de flujo. Los resultados mostraron mayores niveles de |ICOSL e
ICOS (p<0.05 y p<0.01 respectivamente), en pacientes asmaticos en comparacion
con sujetos sanos. En paciente con asma alérgica tiene mayores niveles de
ICOSL que el paciente con asma no alérgica y que el paciente sano. La
variabilidad en las concentraciones es mayor en el enfermo que en el sano. La
relacion ICOS/ICOSL se encuentra incrementada en el paciente asmatico. En
presencia de ICOSL en el cultivo celular, los linfocitos de pacientes asmaticos
produjeron mayor cantidad de IFN-y. Estos resultados confirman la importancia
de ICOS e ICOSL en el asma y sugieren un mecanismo de regulacién de la
enfermedad, siendo potenciales biomarcarores de la misma.



ABSTRACT

Asthma is an inflammatory disease of respiratory pathways that is characterized for
a stimulus-dependent hyperreactivity. Approximately 70% of asthma cases
correspond to allergic asthma, which is associated with serum IgE increase. The
inflammatory response in asthma is as result from activity of eosinophils, mast
cells, macrophages and T helper type 2 (Th2) cells. For maintenance of the
immune response, expression of the inducible costimulator (ICOS) on T cells and
its ligand, ICOSL on antigen presenting cells, are required. The ICOS-ICOSL
binding cause polarization of immune response toward a Th2 profile with increase
of IL-4 e IL-5 levels. After ICOS-ICOSL binding, a shedding occurs in the
extracellular portion of both molecules, generating ICOS and ICOSL soluble forms,
which increase in some immune diseases such as systemic lupus erythematosus
and rheumatoid arthritis. In this work, our objective was to evaluate the effect of
soluble ICOSL in T cell proliferation and IL-4 production in allergic asthma patients.
Forty-three patients with asthma were recruited and divided in two groups formed
by allergic and non-allergic asthma patients; in addition, a third group was
constituted by 24 clinically healthy volunteer subjects (controls). Serum samples
were obtained from whole blood from each participant; and two ELISA tests were
performed to measure ICOS and ICOSL serum levels. For the cell culture,
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained from heparinized
whole blood from 6 asthma patients and 8 healthy controls. CD3+ T cells were
isolated from PBMCs by negative selection using magnetic microbeads-labeled
antibodies in a MACS system. After 72 hours of T cell activation by anti-CD3 and
anti-CD28 monoclonal antibodies, the intracellular IL-4 and IFN-y cytokines were
measured by flow cytometry. The results show significant increased level of ICOS
and ICOSL in asthma patients in comparison to controls (p<0.05 and p<0.01).
Allergic asthma patients showed increased ICOSL levels as compared with non-
allergic asthma or control subjects. The variability in soluble ICOS and ICOSL
concentrations was higher in patients than in control subjects. The ICOS/ICOSL
ratio was increased only in asthma patients. With regard to cell cultures, soluble
ICOSL induced higher IFN-y level in asthma patients than in other study groups.
These results show that ICOS and ICOSL are important in asthma and suggest a
regulatory mechanism, as well as being asthma potencial biomarkers.



INTRODUCCION

El asma es una enfermedad inflamatoria de la via respiratoria inferior, caracterizada
por un incremento de la reactividad frente a distintos estimulos. La inflamacién en la via
respiratoria ocasiona broncoconstriccion e incremento en la produccion de moco, lo que
culmina en dificultad respiratoria. Aproximadamente 70% de los casos de asma son
asociados a un incremento de inmunoglobulina E (IgE), a este tipo de asma se le conoce
como alérgica o extrinseca; el 30% restante se asocia a estimulos no inmunoloégicos como

farmacos, ejercicio o temperaturas extremas, denominandose asma intrinseca(l).

Epidemiologia
Se ha observado un incremento en la prevalencia del asma en las ultimas décadas

(Figura 1), en Estados Unidos el nimero de personas con asma aumentd 2.9% cada afio, de
20.3 millones de personas en 2001 a 25,700,000 personas en 2010. De los 25.7 millones,
7.0 millones eran nifios y 18.7 millones eran adultos. Entre los adultos, 3.1 millones de
personas de 65 afios de edad o mas tenian asma. De esos 25.7 millones de pacientes, 19.1
millones eran blancos, 4.7 millones eran negros, y 1.9 millones eran de otras razas (Figura

2, panel izquierdo)(2).
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NOTES: Percentages are age adjusted to the standard 2000 U.S. population. See Table 1 for underlying data.
SOURCE: CDCINCHS, National Health Interview Survey.

Figura 1. Prevalencia del asma en Estados Unidos del 2001-2010.
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Figura 2. Prevalencia del asma. Panel izquierdo: Estados unidos dividido por edad, sexo, raza, nivel
economico y region geografica. Panel derecho: prevalencia del asma en México.

En México, (Figura 2, panel derecho) mediante cuestionarios estandarizados en nifios
escolares de varias ciudades mexicanas, se observé una prevalencia de asma del 8-20%(3).
Considerando como paciente asmatico a la persona que acude a consulta por tos, sibilancias
o disnea, o que se haya diagnosticado como asmadtico en el ultimo afio. Los datos
proporcionados por el Sistema Unico de Informacién para la Vigilancia Epidemiologica, de
la Secretaria de Salud, sefialaron que en 2002 la tasa ajustada para asma en menores de 5
afios de edad pas6 de 578.1 por 100000 a 880.7 por 100000 en 2011 con un incremento del
52%(4).

El asma constituye una de las causas mas frecuentes de ausentismo laboral y escolar,
causando una gran pérdida de recursos en es sistema de salud. Hasta la fecha, el asma es
diagnosticada por sintomatologia y tratada de la misma forma, es decir con medicamentos
para reducirla, manteniendo la enfermedad unicamente controlada. Esto refleja un

desconocimiento de su fisiopatologia y favorece una mayor morbilidad y mortalidad.
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Figura 3. Proporcion de poblacién asmatica a nivel mundial (panel izquierdo), mortalidad por cada
100000 pacientes.

Es importante resaltar, que en México a pesar de no ser de los paises con mas alta
prevalencia (Figura 3, panel izquierdo), si es de los paises con mas alta mortalidad (Figura
3, panel derecho), lo que sugiere un mal diagnostico, manejo y tratamiento de la

enfermedad en el pais(5).

Fisiopatogenia del asma alérgica: Desarrollo de la respuesta T2

Clinicamente el asma se presenta como una disfuncién fisioldgica pulmonar, caracterizada
por disnea, sibilancias y variable obstruccion de la entrada de aire. Esta respuesta
exacerbada esta dada por una hipersensibilidad de la via respiratoria hacia algun alérgeno
en particular. Para que se desarrolle la reactividad es necesario que se asocie la
predisposicion genética, denominada atopia; asi como factores ambientales, es decir la
presencia del antigeno. Este ingresa al sistema cuando el paciente lo inhala, una vez dentro,
es capturado por las células presentadoras de antigeno (APC) que se encuentran en el tracto
respiratorio, estas células lo procesan y lo presentan a los linfocitos T mediante moléculas
de histocompatibilidad (MHC) de clase II. Una vez que los linfocitos T CD4+ lo
reconocen, se diferencian a linfocitos Th2 y con ello comienzan a secretar su caracteristico
patron de citocinas (Tabla 1), entre las cuales se encuentran la IL-4, la cual inducird un

cambio de isotipo en el linfocito B, la IL-13 que incrementara la produccion de moco por el



epitelio bronquial y la IL-5 que activard eosindfilos para que se degranulen y secreten los

mediadores que desencadenaran la sintomatologia del asma (Tabla 2 y Figura 4) (6, 7)(8).

Interleucina Funciones Otros

IL-4 - Estimula a la célula B para que realice | - También es producida por mastocitos
cambio de isotipo a IgE. -Receptor: IL-4Ray..
-Estimula la polarizacion de linfocitos T | -Sefializa por la via JAK-STAT
naive a Ty2.
-Factor de crecimiento autdcrino para
los linfocitos Ty2.
-IL-4 + IL-13 activan macréfagos,
reclutamiento de leucocitos,
(principalmente eosinéfilos) y
promueven la expresiéon de moléculas
de adhesion en el endotelio.

IL-5 - Activacion y diferenciaciéon de - También es producida por mastocitos.
eosinofilos -Sefializa por la via JAK2-STAT3

IL-13 -Incrementa la secrecién de moco por el | También es producida por baséfilos,
epitelio de la via respiratoria. neutréfilos y NKT.
-Activacién de macrofagos. -Receptor: Complejo IL-4Ray.., [IL-13Ral
-Actua junto con la IL-4 para promover | (Se une a IL-4 y a IL-13). El receptor se
el cambio de isotipo a IgE y a reclutar expresa en linfocitos B, fagocitos
leucocitos. mononucleares, células dendriticas,

eosinofilos, basoéfilos, fibroblastos, células
endoteliales y del epitelio bronquial.

IL-6 -Promueve la diferenciacién de | También se produce por células
linfocitos Tx2. epiteliales
-Inhibe la supresién de las células Treg

IL-9 -Incrementa la produccién de moco

Tabla 1. Principales citocinas de la respuesta Ty2(7, 8)




Célula Categoria Mediador Efecto
Mastocitos y | Secretado por granulos Histamine Incremento de la
basofilos preformados permeabilidad vascular,
contraccién muscular,
Enzimas: Remodelacion del tejido.
-Proteasas: Triptasa o quimasa
-Hidrolasas acidas, catepsina
G, Carboxipeptidasas
Mediadores lipidicos Prostaglandina D, Vasodilatacion,
producidos tras broncoconstriccion y
activacion quimiotaxis de neutrofilos.
Leucotrienos Cy, Dy, E4 Broncoconstriccion
prolongada, secrecion de
moco, incremento de la
permeabilidad vascular
Factor activador de plaquetas Quimiotaxis y activacion de
(PAF) leucocitos, broncoconstriccion,
incremento en la permeabilidad
vascular
Eosinoéfilos Secretado por granulos Proteina basica mayor, Activa la respuesta

preformados

proteina cationica eosinofila.

Peroxidasa eosinofila,

inflamatoria.

Remodelacion y dafio al tejido

hidrolasa lisosomal, bronquial.
lisofosfolipasa
Mediadores lipidicos Leucotrienos Cy, Dy, E4 Broncoconstriccion

producidos tras

activacion

prolongada, secrecion de
moco, incremento de la

permeabilidad vascular

Tabla 2. Mediadores producidos por granulocitos.
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Figura 4. Fisiopatologia del asma.

Para que este proceso se lleve a cabo, el linfocito T CD4+ naive, reconoce al antigeno
asociado a MHC de clase II en la celula dendritica, lo que provocard el cambio en la
expresion de moléculas de superficie, la produccion de citocinas y la expansion clonal, lo
que origina que un gran numero de células efectoras, es decir las células ya activadas,

respondan a ese antigeno en particular(8).



Los linfocitos T efectores, se caracterizan por su habilidad en expresar moléculas
de superficie y secretar citocinas que activaran otras células. Mientras los linfocitos T
CD4+ naive producen mayormente IL-2, las células T CD4+ efectoras son capaces de
producir una gran variedad de citocinas que tendran diversas funciones. Este proceso de
diferenciacion o polarizacion de los linfocitos T efectores, esta dado por una gran cantidad
de factores, especialmente por el ambiente de citocinas en el que estd inmerso(8, 9).

Cuando hay contacto con un alergeno o infecciones con helmintos, es necesario que
los linfocitos T CD4+ secreten un patrén de citocinas tipo Ty2; esta diferenciacion es
dependiente de IL-4, esto resulta interesante pues los mayores productores de IL.-4 son los
linfocitos T ya diferenciados. Antes de que esto ocurra, exiten otras células que la secretan,
por ejemplo mastocitos, basofilos y eosinofilos reclutados al area de inflamacion, asi como
los linfocitos T estimulados con el antigeno secretan pequefias cantidades de IL-4 en su
activacion inicial. Una vez que los linfocitos T se diferencian a Ty2 la IL-4 que estos
producen amplifica la respuesta e inhibe el desarrollo de otras estirpes de linfocitos T como
Tyl y Tyl7. IL-4 estimula el desarrollo de linfocitos T2 activando STAT6 e induciendo la
expresion de GATA-3 (Figura 5) (8).

Naive T cell

Dendrmc

cell
1
R .
.. - A{npliﬁcation

i IL4

Mast cells,
eosinophils? a

Figura 5. Desarrollo de linfocito Ty2. La IL-4 producida por la célula T en respuesta al alergeno presentado
por la célula dendritica, activara la transcripcion de GATA-3 y STAT6 lo que estimula la diferenciacion de
linfocito T CD4+ Naive a Ty2.(8)
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Coestimuladores en la activacion de linfocitos T

La proliferacion y diferenciacion del linfocito T requiere dos sefiales, la primera confiere
especificidad en la respuesta inmune y se da por el reconocimiento del complejo principal
de histocompatibilidad en la superficie de la célula presentadora de antigeno por el TCR de
la célula T. La segunda sefial estd dada por moléculas coestimulatorias. Estas moléculas
estan divididas en dos familias: La familia B7:CD28, incluye a CD28, PD-1, CTLA-4 ¢
ICOS; y la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR), en donde se
encuentran OX40 y CD30. Todas las sefiales coestimulatorias tienen particular efecto en
activacion, funcion, sobrevivencia y se han visto implicadas en enfermedades inflamatorias
de respuesta inmediata.(10, 11) En ausencia de esta segunda sefal, la célula T no
responderd correctamente y entrard en un estado de anergia o muerte por apoptosis.(8, 11,
12)

La familia mejor caracterizada de las moléculas coestimuladoras es la B7:CD28
(Figura 5), dentro de la cual se encuentra el coestimulador inducible del linfocito T

(ICOS).(8, 13)

| oCs, DCs, DCs; Many DCs; 0Cs; DCs:
Expression|  Macs, Mas, Macs, celltypes - Macs, other other
B cells B cells B cells B cells cells cells

Name B7- B7-2 ICOS-L PD-L1 PD-L2 B7-H3 B7-H4
(CD80) (CDB86) (CD275) (B7-H1, (B7-DC,
| : : ~ CD274) CD273)
. 3 3 . i
L acnds on (C @ < @ C @
APCs and
other cells J J U J 3 S
' N N N N N N N
o Yo 1 |
i i NN NN NN N
Receptors
onTecells & Y UPpU UL J
# ITM motif
# ITSM motif i } Y
B Tyr-X-X-Me cC C C C
[ Name | CD28 = CTLA4  ICOS PD- T 7 ;1
| ionl  Tcells T cells; T cells; T cells, B cells,
2] (activated) (activated) myeloid cells;
$ (activated)
Major | Costimulation Neg. Costimulation Neg. ? Neg.
function of naive regulation of effector regulation regulation
Tcells; of immune T cells and Treg; of T cells T cells
Wa(bﬂ esponses; Qenevaxion Of
ofTreg  self-tolerance Tou

Figura 6. Familia B7:CD28.
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Sistema ICOS:ICOSL

ICOS es el coestimulador inducible del linfocito T, es una proteina transmembranal tipo 1
de 199 aminoécidos, homodimérica, con un domino extracelular IgV-like,(10) pesa 55-60
kDa y tiene dos subunidades N-glicosiladas comparte un 39% de homologia con CD28, es
inducida tras la activacion del linfocito T. La estimulacion via CD28 es indispensable para
inducir la expresion de ICOS en la superficie de las células T estimuladas por antigeno.(14)
A pesar de la alta homologia que tiene ICOS con CD28, ICOS carece del motivo
MYPPPY (Metionina, tirosina, prolina, prolina, prolina, tirosina) el cual, es requerido para
la union de CD28 y CTLA-4 a sus receptores, por lo que ICOS no se unird a estos.(12)(15,
16) ICOS se expresa especificamente en el linfocito T, es inducida tras 24-48 horas
posterior a su activacion(10), tiene especial importancia en la ontogenia del linfocito T y en
la induccion de la proliferacion;'” se expresa predominantemente en el centro germinal,
observandose una funcion determinante en la formacion de éste, su expresion es baja en
linfonodos de ratones normales, pero es detectable inmediatamente en la zona T
(paracorteza) de raton sensibilizado con oxazolona.(16, 17)

El ligando de ICOS (ICOSL), es una proteina de dos dominios compuesta por un
dominio distal de membrana tipo IgV y uno proximal IgC. Tiene un dominio libre de
cisteina en el dominio IgC extracelular. Se presenta como monémero o como dimero de
forma constitutiva en la superficie celular de linfocitos B, células dendriticas, monocitos,
macrofagos, linfocitos T y células epiteliales en condiciones de inflamacion(18). Tiene una
homologia del 20% con CD80 y CD86, pero como se menciond no interactia con CD28 o
CTLA-4, Gnicamente interactia con ICOS.(18, 19)

El dominio IgV de ICOSL al unirse,(18) provoca una gran cantidad de funciones en
el linfocito T, por ejemplo, induce su proliferacion y el desarrollo de distintas estirpes: se
ha observado que niveles intermedios de ICOS se asocian con alta produccion de citocinas
Th2, mientras que niveles elevados se asocian con un incremento de IL-10, tiene un papel
esencial en el desarrollo y funcién de linfocitos Treg, asi como una alta expresion en

linfocitos T de memoria. (15)
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ANTECEDENTES

En el asma, el reclutamiento y diferenciacion del linfocitos T son elementos criticos para
que se desarrolle la enfermedad. Los aspectos que regulan esta funciébn ain no se
comprenden del todo, sin embargo la produccion de citocinas Ty2, es indispensable para
que se presente.(20) La polarizacion del linfocito T estd dada en gran medida por la
sefializacion que induce la APC mediante moléculas coestimulatorias. Incluso su inhibicién
en la superficie membranal del linfocito T o en la transduccion de sefiales, tiene como
resultado una falla en la respuesta celular. Se ha observado que ICOS e ICOSL tienen un
papel esencial en el desarrollo de la alergia, por ejemplo la produccién de citocinas Ty2 por
células de memoria y efectoras, es altamente dependiente de la via de ICOS/ICOSL. El
bloqueo de esta via o la disrupcion génica reduce significativamente el asma alérgica en un
modelo murino.(15) Se ha observado que células depletadas para ICOS, produjeron IFN-y e
IL-10, pero no IL-4. Si ha este mismo cultivo se le adiciona IL-4 e IFN-y, se recupera la
produccion de IL-4, promoviendo la diferenciacion a Ty2. Este antecedente indica que
ICOS no es necesario para la diferenciacion, pero si para el mantenimiento de esta
respuesta asi como para regular la produccion de citocinas.(10, 21)

ICOS es esencial en el reclutamiento de células B y en el cambio de isotipo a IgE.
La transferencia de células T con expresion alta de ICOS, seguida de un reto con un
alérgeno, induce infiltracion de células B y T, con la consecuente produccion de IgE
especifica de antigeno; la transferencia de células depletadas para ICOS da como resultado
menor nimero de células B con ausencia de produccion de IgE local.(10)

Posterior al contacto de ICOS con su ligando, ocurre el corte en el dominio
extracelular del ligando por una serin proteasa que lo libera de la membrana del linfocito B,
dejando a ICOSL soluble. El ectodominio cortado de ICOSL es funcionalmente
significativo, pues puede limitar a células presentadoras de antigeno para llevar a cabo su
funcién.(22)

En estudios anteriores se ha observado que los niveles de ICOS soluble se
encuentran incrementados en enfermedades de indole inmunoldgico como el Lupus
Eritematoso Sistémico, los niveles de éste tienen una relacion directa con la gravedad de la
enfermedad.(10, 23) En alergias, como el asma o la dermatitis atdpica, se ha encontrado

que los niveles de algunas moléculas coestimulatorias en su forma soluble estan
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incrementados, como CD86, esta forma es producida mayormente por monocitos
circulantes y puede unirse a CD28 o CTLA-4.(10, 24, 25) Los niveles de CD86 séricos se
reducen tras la administracion de glucocorticoides sistémicos.(23) La escision de moléculas
coestimulatoria y sus funciones biologicas se han descrito bien en otros sistemas, por
ejemplo, en el caso de CD25, se ha observado que la liberacion de CD25 soluble por las
células Treg disminuye la cantidad de IL-2, funcionando como un efecto regulador del
mismo sistema.(26) Los efectos de ICOS e ICOSL soluble en asma alérgica no han sido
esclarecidos, Wang J. y colaboradores, utilizado un modelo murino de asma alérgica, se
observo que tras la administracion de ICOS-Ig los ratones presentan una disminucién en las
cantidades de IgE circulante, por lo que ICOS en su forma soluble podria tener una funcién
regulatoria.(27) Se sugiere que la liberacion de ICOSL de la membrana, posterior a su
interaccion con ICOS, se encuentre incrementado y tenga un efecto regulador de la

respuesta inmunoldgica en pacientes con asma alérgica.
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HIPOTESIS
ICOSL soluble disminuye la proliferacion y sintesis de IL-4 en células CD3+ de pacientes

con asma alérgica.

OBJETIVOS
Objetivo general
Determinar el efecto de ICOSL soluble sobre la proliferacion de células CD3+ y

produccion de IL-4 en pacientes con asma alérgica.

Objetivos particulares
1. Medir los niveles de ICOSL e ICOS séricos en pacientes con asma alérgica y asma
no alérgica.
2. Evaluar el efecto de ICOSL soluble en la proliferacion de linfocitos T de pacientes
con asma alérgica.
3. Evaluar el efecto de ICOSL soluble en la produccioén de IFN-y e IL-4 por linfocitos

T de pacientes con asma alérgica.
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Los pacientes fueron reclutados del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias,
Ismael Cossio Villegas. Los controles son estudiantes de la Universidad Nacional
Auténoma de México. Ambos grupos firmaron una carta de Consentimiento Informado

aprobada por el instituto. Los controles son estudiantes de la Universidad Nacional

MATERIAL Y METODOS

Autonoma de México.

Criterios de Inclusion:

1.
2
3
4.
5
6

7.

Pacientes de cualquier género (masculino o femenino)

. Asma moderado persistente

Edades de 18 a 30 afios
IgE mayor a 100ULl/ml

Eosinoéfilos igual o mayor al 5% en sangre

Pruebas cutaneas positivas

Periodo de lavado mayor a 4 semanas para esteroides sistémicos

Criterios de Exclusion:

Pacientes que presenten:

1.

A

6.

Inmunodeficiencias
Enfermedades metabolicas
Enfermedades tumorales
Autoinmunidad
Neumopatias cronicas

Que hayan tenido inmunoterapia

Criterios de Eliminacion:

1.

Muestra sanguinea insuficiente.

2. Coproparasitoscopico positivo

Reactivos
Los anticuerpos agonistas anti-CD3 (clona OKT3) y anti-CD28 (clona CD28.2), se

obtuvieron de eBioscience (San Diego, CA, EUA). Los anticuerpos anti-IFNy conjugado a



PE/Cy7 (clona 4S.B3), anti-IL4 conjugado a PE (clona 8D4-8) fueron obtenidos de Becton,
Dickinson (New Jersey, EUA). Todos los anticuerpos utilizados fueron contra moléculas de
células humanas. La proteina recombinante humana para ICOSL (CD275) se obtuvo de
Sino Biological Inc., (Beijing, China). El medio de cultivo RPMI-1640 y el colorante CFSE
se obtuvieron de Invitrogen (Carlsbad, California, EUA); los compuestos azul tripano,
paraformaldehido, suero fetal bovino y las sales utilizadas para la preparacion de los
amortiguadores, fueron proveidos por Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). El
lymphoprep fue obtenido de Axis-Shield (Oslo, Noruega). Los antibioticos penicilina y
estreptomicina, fueron de Biowhittaker (Radnor, PA, EUA). Las perlas de separacion para
negativa para linfocitos CD3+ fueron obtenidas de Miltenyi Biotec (Cologne, Alemania).
Los reactivos para el marcaje de citocinas intracelulares fueron obtenidos de BioLegend
(San Diego, CA, EUA). Los inmunoensayos ELISA para ICOS e ICOSL fueron obtenidos
de Uscn Life Science Inc. (Houston, TX, EUA).

Separacion de células mononucleadas de sangre periférica
Se obtuvieron 15 ml de sangre venosa periférica en tubos con EDTA manteniéndola a 4°C

durante su transporte. La sangre fue centrifugada durante 5 min, a 1500 rpm, con una
micropipeta se colectd el suero y se conservo a -70°C hasta su uso. El resto de la sangre,
fue diluida en una relacion 1:1 con solucion amortiguadora salino fosfato (PBS), estéril, pH
7.3 y se depositd cuidadosamente en un tubo conico de 15 ml previamente adicionado con
Lymphoprep, en una relacion 3 ml de sangre por 1 ml de Lymphoprep, de forma que la
sangre no se mezclara con éste. La mezcla fue centrifugada a 1500 rpm, 20°C durante 30
min. Terminado este tiempo las células mononucleadas se recuperaron de la interfase entre
el suero y el Lymphoprep, y fueron lavadas con PBS (centrifugacion a 1500 rpm durante 5
min, 4°C, descartando el sobrenadante)(28). Posterior al lavado, las células se
resuspendieron en 1 ml de PBS para cuantificarlas en un hemocitometro, y analizar

viabilidad celular por el método de exclusion del colorante azul de tripano.(29)

Separacion negativa de células CD3+
Posterior a la separacion y cuenta de células mononucleadas de sangre periferica, se realizo

una separacion negativa de las células CD3+ con perlas MACS, para la cual despues de

haber obtenido las células mononucleadas de sangre periférica, se incubaron con el
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anticuerpo 1 (Pan T Cell Biotin Antibody Cocktail) durante 10 min en frio, en la misma
solucion se incubaron con el anticuerpo 2 (Microbead Cocktail) durante 15 minutos en frio.
Posteriormente se paso la solucion por la columna magnética, colocada previamente en la

base metalica.

Método de tincion con succimidilester de carboxifluoresceina (CFSE)
Se agregaron 15 pl de CFSE a una concentracion de 0.5 mM para tefiir 1x10” células

diluidas en 1 ml de PBS, si el nimero de células era superior se realizaba la relacion
correspondiente. Se incubaron por 15 min en agitacion suave, a temperatura ambiente y en
obscuridad. Terminada la incubacion, fueron agregados 8 ml de medio de cultivo RPMI-
1640 suplementado con SFB al 10%, las células se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min
a 4°C y se descartd el sobrenadante. Para verificar que las células hubieran captado el
colorante correctamente, fueron observadas en microscopio Optico equipado con

epifluoresencia.(30)

Cultivo de células CD3+ de sangre periférica
El anticuerpo anti-CD3 se utiliz6 a una concentracién suboptima de 0.05 pg/ml, se tomaron

50 pl de estas concentraciones, anadiéndolos a cada uno de los 96 pozos de la placa, el rh
ICOSL se utilizé a dos concentraciones, 200 o 400 ng. La placa fue incubada durante 4
horas a 37°C. Al término de la incubacion el sobrenadante fue retirado con una micropipeta.
Se adicionaron 2x10°células mononucleadas, previamente tefiidas con CFSE y suspendidas
en 200 pl de medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino al 10%,
previamente decomplementado (incubacién a 56°C durante 20 min) y antibidticos
(penicilina 10, 000 Ul/ml, estreptomicina 10,000 Ul/ml). Se agreg6d anti-CD28 a una
concentracion de 1 pg/ml a cada pozo. Las células se incubaron a 37°C, CO, al 5% y 95%
de humedad durante 72 horas. 5 horas antes de cosecharlas se adicion6 PMA, a una
concentracion de 0.5 pug/mL utilizando 5 pl, Ionomicina a 5 pg/mL, utilizando 8 pl.
Después de una hora se adicion6 Brefeldina a una concentracion de 500 pg/mL, utilizando

4ul. 31)
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Inmunofluorescencia
Al término del cultivo las células fueron recuperadas de la placa mediante resuspension con

micropipeta y un lavado con 200 pl de PBS frio. Las células fueron lavadas y
posteriormente fijadas y permeabilizadas siguiendo las instrucciones del provedor.
Posteriormente fueron incubadas con anticuerpos anti-IFN y anti- IL-4 durante 30 min a

temperatura ambiente y obscuridad.

Citometria de flujo
Las células tratadas con anticuerpos fluorescentes y CFSE fueron analizadas en un

citometro de fluyjo BD FACScalibur (San José, CA, EUA). El andlisis se realizdo mediante
graficas de tamafio contra complejidad celular, donde se regionaliz6 la poblacion de células
linfoides, de esta region se hicieron gréficas divididas por cuadrantes para las células
reconocidas por los anticuerpos fluorescentes. Las graficas fueron nuevamente analizadas

con el programa FlowJo 8.7 (Tree Star, Inc. Ashland, OR, EUA).

ELISA de ICOS e ICOSL
Se obtuvo sangre de 54 pacientes con asma, los cuales fueron divididos en dos grupos,

asma alérgica 29 pacientes (pacientes con pruebas cutaneas negativas) y asma no alérgica
25 pacientes (con pruebas cutaneas negativas). Se incluyeron 24 sujetos clinicamente sanos.
De cada sujeto se obtuvieron 7 ml de sangre venosa periférica, la cual se centrifugd durante
5 min a 1500 rpm. Con una micropipeta se colect6 el suero y se mantuvo a -70°C hasta su
uso. Se realizaron los ensayos ELISA correspondientes para cada molécula siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Analisis estadistico
Para comparar la concentracion sérica de ICOS e ICOSL medido mediante el ensayo de

ELISA en el grupo Sano y Asmatico, se realizd6 una ¢ de Student para dos medias
independientes. Adicionalmente, se obtuvieron los histogramas de la distribucién de
frecuencias del nivel sérico de cada molécula de acuerdo a los grupos evaluados.

Por otra parte, la concentracion de ambas moleculas se compar6 entre el grupo Sano vs.

Asma alérgica y Asma no alérgica mediante andlisis de varianza (ANOVA) de una via
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seguida de la prueba de comparacion multiple de Tukey. Para comparar la distribucion de
la concentracion sérica de ICOS e ICOSL entre los grupos se ajustaron curvas tipo
Gaussianas. A partir del ajuste de los datos experimentales se obtuvieron los pardmetros
descriptivos de cada grupo.

Finalmente, para determinar el efecto de ICOSL sobre la proliferacion celular, asi como la
produccion de IFN-y e IL4, se utiliz6 ANOVA de dos vias seguida de la prueba post hoc
Holm-Sidak. Dentro del modelo se incluyo el efecto de la disponibilidad de ICOSL
(soluble, inmovilizado y soluble/inmovilizado) y el grupo evaluado (sano y asmatico). En

cualquier caso se consider6 un valor de p < 0.05 como significativo.
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RESULTADOS
Evaluacion de los niveles séricos de ICOS e ICOSL en pacientes con asma.

La concentracion de ICOS e ICOSL en el suero de pacientes con asma alérgica y no
alérgica, Se realizdo un ELISA. La comparaciéon de resultados indicé que los pacientes
asmaticos, tienen un incremento significativo en la concentracion de ICOSL (7.6 + 4.7 vs
4.9 + 2.6 pg/ml, respectivamente, Fig. 1A; p < 0.01) e ICOS (434.1 + 386.7 vs 145.1 +
170.2 pg/ml, respectivamente, Fig. 1B; p < 0.05) con respecto a los individuos sanos. A
partir de las distribuciones de frecuencias de los coestimuladores para ambos grupos se
realizaron histogramas, en los cuales se observa un desplazamiento a la derecha para ambas
moléculas en el caso de los pacientes, asi como una mayor variabilidad en las

concentraciones de ambas moléculas para los asmaticos.

A ICOSL B ICOS
Asmatico Asmatico
p <0.05 p <0.01
Sano Sano
0 3 6 9 12 0 100 200 300 400 500 600
Concentracion sérica (pg/ml) Concentracién sérica (pg/ml)
15+ 20+
(%] (7]
(/]
g 10 =
‘S_ 8 10
3 3
2 s .
5 £ 57
S =1
=z z
0- 0-
0 3 6 9 12 15 18 21 0 200 400 600 800 1000 1200
Concentracion sérica (pg/ml) Concentracion sérica (pg/ml)

Figura 1. Los pacientes asmaticos tiene mayor cantidad y variabilidad en la concentracién de ICOS e
ICOSL séricos. Comparacion de la concentracion sérica de ICOSL (A) e ICOS (B) y distribucion de las
moléculas (C y D) en pacientes con asma y sujetos sanos. Los grupos se compararon mediante una T de
Student para dos medias independientes. Los datos muestran la media+SE (n=54).
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El incremento diferencial de cambio de ICOSL es de 1.5 y de ICOS es de 2.99

Se realizé un analisis comparativo en el cual se agruparon los pacientes con asma
alérgica y no alérgica, y comparados con los sujetos sanos. Se observd mayor
concentracion de ICOSL para los pacientes con asma alérgica, comparados con los sujetos
sanos (7.7 + 4.8 vs 4.9 £ 2.6 pg/ml, respectivamente, Fig. 2%, p < 0.05) y una mayor
concentracion de ICOS en los pacientes con asma alérgica y no alérgica en comparacion
con los sujetos sanos (401.4 £+ 387.3 vs 532.3 £ 384 vs 145.1 + 170.2, respectivamente,
Fig. 2B, p < 0.05). Se realizaron ajustes mediante curvas Gaussianas sobre la distribucion
de frecuencias de cada coestimulador. La distribucion generada por los cambios que existen
en la concentracion de cada grupo es normal para ICOSL en los tres grupos, observando un
desplazamiento a la derecha en los pacientes asmaticos (Cuadro 1 y Fig. 2C). En el caso de
ICOS se observa una mayor variabilidad en la concentracion de la molécula en el caso de

los enfermos, sin apreciar una distribucion normal para estos (Cuadro 1 y Fig. 2D).
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Figura 2. ICOSL se encuentra elevado en pacientes con asma alérgica e ICOS en pacientes con asma
alérgica y no alérgica. Comparacion de la concentracion sérica de ICOS (A) e ICOSL (B). Se realiz6 un
analisis de varianza seguido de la prueba de comparacion multiple de Tukey, Curvas de distribucion de
ICOSL (C) e ICOS (D). Los datos muestran la media+SE (n=54).
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ICOSL 1COS
Sano Asma Asma no Sano Asma Asma no
alérgica alérgica alérgica alérgica
Media 4.7 6.2 6.5 51.64 -- --
Desviacion 3.03 5.55 5.7 164.1 3919 10749
estandar
R’ 0.97 0.81 0.78 0.99 -- --

Cuadro 1. ICOSL tiene una distribucién normal en ambos grupos. ICOS no presenta una distribucion

normal.

La proporcion de ICOS/ICOSL observada es mayor en los pacientes con asma
alérgica con respecto a los pacientes con asma no alérgica y a los sujetos sanos (87.86 +

171.4 vs 70.10 &+ 52.74 vs 26.35 + 35.86, respectivamente, Fig. 3).

ICOS/ICOSL
No alérgico H@H
Alérgico Ho—
Sano | (@

0 50 100 150

Figura 3. Los pacientes asmaticos tiene una mayor proporciéon de ICOS/ICOSL. Comparacion de la
proporcion ICOS/ICOSL de los sujetos sanos, pacientes con asma alérgica y asma no alérgica. Los datos
muestran la media£SE (n=54).

Se realiz6 un andlisis de correlacion entre los niveles de IgE e ICOS e IgE e ICOSL, no se

obtuvo una correlacion entre ninguno.
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Activacion de células mononucleadas de sangre periférica con anti-CD3/CD28.

Para establecer la dosis Optima de los anticuerpos anti-CD3/CD28 en la proliferacion
celular, se establecieron cultivos celulares en donde se utilizaron distintas dosis de anti-
CD3i: de 0.005 a 0.5 pg/ml (Figura 4A) y anti-CD28: 0.5 a 2 pg/ml (Figura 4B). Para el
andlisis se hizo una region correspondiente a linfocitos y linfoblastos en las gréaficas de
tamafio (FSC-H) contra granularidad celular (SSC-H) y se evalu6 la pérdida de CFSE
debido a la division celular. Los resultados mostraron que la dosis adecuada fue de 0.5

pg/ml de anti-CD3i (Figura 4C) con 1pg/ml de anti-CD28 (Figura 4D).
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Figura 4: Las células mononucleadas de sangre periférica proliferan con 0.5 pg/ml de anticuerpos anti-
CD3 y 1 pg/ml CD28. Histogramas representativos de proliferacion celular a distintas dosis de anti-CD3i (A)
y anti-CD28 (B). Curva dosis-respuesta en donde se muestra un indice porcentual de proliferacion celular de
cada dosis con respecto a la ausencia de estimulo, utilizando las mismas concentraciones de anti-CD3i (C) y
anti-CD28 (D).

Para establecer la dosis suboptima de los anticuerpos anti-CD3/CD28 se realizaron cultivos
celulares, en donde a partir de las dosis Optimas obtenidas, se utilizaron dosis menores de
anti-CD31, de 0.007 a 0.5 pg/ml; y anti-CD28 1 pg/ml. Para el andlisis se hizo una region
correspondiente a linfocitos y linfoblastos en las graficas de tamano (FSC-H) contra
granularidad celular (SSC-H). A partir de esta region se evaluaron las células tefiidas con
CFSE, con respecto a la pérdida del colorante debido a la division celular (Figura 5A).
Posterior al andlisis dosis-respuesta, se obtuvo que la dosis efectiva 50 fue de 0.05 pg/ml de

anti-CD3 con 1pg de anti-CD28 (Fig. 5B).
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Figura 5. La DES0 de anti-CD3i es de 0.05 pg/ml. (A) Grafica de puntos de citometria de flujo de células
mononucleadas cultivadas con 0.05 pg/ml de anti-CD3i. Los analisis se realizaron mediante graficas de
tamafio contra granularidad celular (paneles izquierdo), la region corresponde a linfocitos y linfoblastos. A
partir de éstas, se evaluo la pérdida de colorante CFSE (paneles derechos), indicando el porcentaje de células
que se dividieron (cuadrante izquierdo). (B) Curva dosis-respuesta en donde se muestra las concentraciones
utilizadas de anti-CD3i y el indice de proliferacion de las células CD3, la linea roja marca la DE50= 0.05-0.1.

Expresion de ICOS en linfocitos CD3+, estimulando con diferentes dosis de anti-
CD3iy 1 ug de anti-CD28 a diferentes tiempos.

Para establecer la dosis y tiempo Optimos de anti-CD3 para obtener la mayor expresion de
ICOS, se realizaron cultivos celulares con dosis suboptimas de anti-CD3i y las células se
incubaron con anticuerpos anti-ICOS conjugados a FITC y anti-CD3 conjugados a
PeCy5.5. Para el analisis se hizo una region correspondiente a linfocitos y linfoblastos en
las graficas de tamafio (FSC-H) contra granularidad celular (SSC-H) y se evaluaron las

células tratadas con los anticuerpos fluorescentes. Los resultados mostraron que
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estimulando las células con 1 pg de anti-CD3 y 1 pg de anti-CD28 durante 72 h se obtiene
la mayor expresion de ICOS en linfocitos CD3+, como ha sido reportado por Nie y cols.(32)
Este incremento se observa tanto en porcentaje de células ICOS+ (Figura 6A y B) como en

densidad de expresion (Fig. 6 C y D).
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Figura 6:
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La

mayor expresion de ICOS en células CD3+ se obtiene estimulando con 1pg anti-CD3/CD28 a las 72
horas de cultivo. a) Graficas de puntos de citometria de flujo, a partir de una de tamafio contra granularidad
celular (paneles izquierdos), se regionalizaron los linfocitos activados, a partir de ésta se evalud la expresion
de ICOS conjugado a FITC y CD3 conjugado a PECy5.5. La imagen es representativa de 2 ensayos
independientes. b) Grafica de columnas que muestra el porcentaje de células CD3+ICOS+ que fueron
estimuladas a distintas dosis (0.01, 0.1, 0.5 y 1pg/ml) de anti-CD3/1ugCD28, cosechadas a las 24, 48 y 72
horas. c) Histograma de densidad de expresion de ICOS en células CD3+, cultivadas a diferentes tiempos,
rojo 0 horas, azul 24 horas, verde 48 horas y naranja 72 horas (panel izquierdo) y a distintos dosis, azul claro
0 pg, azul obscuro 0.01 pg, rojo 0.1 pg, verde 0.5 pg, naranja 1 pg (panel derecho). d) Grafica de columnas
que muestra el indice de fluorescencia media de células CD3+ICOS+ que fueron estimuladas a las distintas
dosis (0.01, 0.1, 0.5 y 1pg) de anti-CD3/1ugCD28, cosechadas a las 0, 24, 48 y 72 horas.
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Efecto de ICOSL soluble e inmovilizado sobre la proliferacion de células CD3+y
produccion de IFN-y e IL-4 en pacientes asmaticos

Para establecer el efecto de ICOSL soluble e inmovilizado sobre la proliferacion y
produccion de IFN-y e IL-4 por células CD3+ de pacientes asmaticos, se establecieron
cultivos celulares con las dosis suboptimas obtenidas anteriormente de anti-CD3/CD28. La
comparacion de los resultados indica que a pesar de no obtener diferencia significativa en la
proliferacion celular al utilizar ICOSL (Fig 7 B y C), cuando se utiliza ICOSL en dosis
altas (400ng/ml), las células de algunos pacientes tienen una proliferacion mayor que los
sujetos sanos y se observa un mayor incremento de la proliferacion cuando ICOSL se
utiliza inmovilizado (Figura 7A), este incremento se da en el porcentaje celular (Figura 7A

panel derecho), no en el nimero de mitosis al que llegan estas células.
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Figura 7. ICOSL no tiene un efecto sobre la proliferacion de células CD3+. A) Graficas de puntos de
citometria de flujo, a partir de una de tamafo contra granularidad celular (paneles izquierdos), se
regionalizaron los linfocitos activados, a partir de ésta se evalud la reduccion de CFSE y se muestra un
histograma representativo de estas (panel derecho). B) Comparacion de la pérdida de CFSE con 200 ng y C)

400 ng de ICOSL en distintas condiciones.

Cuando se midi6é la produccion de IFN-y (Figura 8 A y B) e IL-4 (Figura 8 C y D), se
observé mayor produccion de IFN-y en los pacientes asmaticos, en relacion con los sujetos
sanos en presencia de ICOSL ya sea soluble o inmovilizado, observando una diferencia
significativa en ausencia de ICOSL y cuando se adiciona la molécula los valores se igualan
(Figura 8A). La produccion de IL-4 en sujetos asmaticos también es mayor en comparacion

a los sujetos sanos, pero esta no se modifica tras la adicion de ICOSL (p<0.05).
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Figura 8. Los sujetos asmaticos producen mas IFN-y en presencia de ICOSL. Comparacion de la
produccion de IFN-y (A y B) e IL-4 (C y D) en sujetos con asma alérgica, utilizando 200 ng (A y C) y 400ng
de ICOSL (B y D). *p<0.05.

Posteriormente se determind el indice de fluorescencia media para ambas moléculas, sin
obtener diferencias significativas en ninguna, se puede observar que para IL-4, en presencia
de ICOSL en cualquier dosis, en pacientes asmaticos el IFM de IFN-y (figura 8 A y B)
incrementa, a diferencia del IL-4 (Figura 8 C y D) en donde no se observa una tendencia

clara y se observa una mayor variabilidad en las muestras.
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Figura 9. E1 IFM de IFN-y e IL-4 no presenta diferencias. Comparacion del IFM de IFN-y (A y B) e IL-4
(C y D) en sujetos con asma alérgica, utilizando 200 ng (A y C) y 400ng de ICOSL (B y D).
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DISCUSION

El asma es un padecimiento que ha ido en incremento en las ultimas décadas, siendo la
poblacion infantil la més afectada, incluso se considera la enfermedad cronica mas comin
en la nifiez y es la presentacion final de una serie de etiologias en las que estan asociados
factores genéticos y ambientales.(33) En el asma alérgica, los antigenos proteicos que
ingresan por las vias respiratorias inducen la respuesta de anticuerpos IgE en individuos
atopicos.(34) Estos antigenos son capturados, internalizados y procesados por las células
presentadoras de antigeno, posteriormente los fragmentos peptidicos son presentados a los
linfocitos T CD4+ mediante moléculas del MHC-IL.(35) EI reconocimiento del complejo
MHC-II-péptido para la activacion de los linfocitos T virgenes especificos, requiere de
multiples sefiales de coestimulacion por medio del contacto entre moléculas de membrana y
moléculas solubles con sus receptores. Una vez que los linfocitos T son activados, se
expresa en su membrana el coestimulador inducible (ICOS).(36)

La expresion de ICOS en la membrana del linfocito T esta regulada a varios niveles,
a nivel transcripcional por medio de moléculas como Src, Fyn y MAP cinasa ERK; a nivel
postranscripcional, la proteina Roquin, miembro de la familia Ring-type Ubiquitin ligase
regula la degradacion de mRNA de ICOS. La funcidon de ICOS en la respuesta Ty2 esta
bien descrita,(21) sin embargo se ha demostrado que en un contexto inflamatorio puede
promover una respuesta Tyl, Tyl7 o Tth, por lo que la expresion de ICOS se regula de
forma distinta dependiendo del linaje de Célula T.(37-39) En las células Ty, se incrementa
la expresion de ICOS mediante la union de NFATc2 y a asociacion del factor T-bet al
promotor de ICOS. En las células Ty2, la expresion estd incrementada por la interaccion de
NFATc2 asociado a GATA-3 con la region UTR 3’'mRNA ICOS y en las células Treg la
union de Ty2 a IRF4 al promotor de ICOS en asociacion con la expresion de ICOS. En este
linaje celular, la union de IRF4 (factor de transcripcion asociado a Ty2) al promotor de
ICOS se asocia con su expresion.(38)

A diferencia de ICOS su ligando se expresa de forma constitutiva en los linfocitos
B, pero su expresion tras la activacion de esta célula esta altamente regulado por tres vias
de senalizacion: BCR, IL-4R y CDA40L. Posterior al reconocimiento de BCR por el
antigeno, la expresion constitutiva de ICOSL comienza a disminuir progresivamente en las

células B activadas. Las citocinas Ty2, como IL-4 pueden disminuir la expresion de ICOSL
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tanto en células naive como en células activadas. El tratamiento con antigeno e IL-4
disminuye la expresion de ICOSL. La regulacion de IL-4R se da mediante la transcripcion
de Stat6, lo que indica que al menos dos vias de sefializacion convergen. Esto sugiere que
CD40-CD40L regula la expresion de ICOSL en células B activadas.(39, 40) La capacidad
de la regulacion de ICOSL a través de BCR e IL-4R implica que es similar a la regulacion
de CDS80 y CD86, pues la coestimulacion por estos a través de CD28 es critica en la
estabilizacion de la expresion de CD40L en células T activadas.(41, 42)

Una vez que ICOS se une con su ligando, una serina proteasa libera de la membrana
la porcion extracelular de ICOSL.(22) En nuestros resultados se observa que los pacientes
asmaticos, presentan concentraciones mayores de ICOS e ICOSL séricos, con respecto a los
sujetos sanos (Fig. 1A y B). Estos resultados confirman la importancia de estas moléculas
en el asma, y el incremento sérico de ellas en esta enfermedad sugiere una regulacion de la
misma. El dominio extracelular de ICOSL pierde su capacidad de unirse a ICOS(22), asi
que este corte proteolitico de ambas moléculas funciona como una regulacion del sistema,
pues al cortarse ya no pueden interaccionar. El incremento en la concentracion sérica de los
niveles de ambas moléculas en asma, refleja que el proceso de corte estd acrecentado en el
asma y sugiere una importancia en la regulacion de la enfermedad, pues estas moléculas
tienen una funcién esencial en el mantenimiento de la respuesta Ty2.

Los pacientes asmaticos fueron agrupados en asma alérgica y no alérgica (Figura
2A y B), no se observé una diferencia entre los grupos, en ellos existe un incremento de
ambas moléculas en su forma soluble, lo que concuerda con lo reportado por Humbert M. y
colaboradores, quienes encontraron un incremento de IL-4 e IL-5 en el tejido pulmonar de
pacientes con asma alérgica y no alérgica,(43) lo que sugiere la participacion de ICOS e
ICOSL en la fisiopatologia de ambas enfermedades, a pesar de que en el asma intrinseca
(no alérgica) no exista aumento de IgE.

Con respecto a la distribucion de la concentracion de ICOS e ICOSL (Figura 1 Cy
D) en los pacientes asmaticos comparados con los sanos, se observa una mayor desviacion
en los valores de ambas moléculas para los pacientes asmadticos, no se observa una
correlacion con los niveles de IgE para ninguna de las dos moléculas, sin embargo la
variabilidad, la cual es mayor en ICOS, puede relacionarse con otros datos de la

enfermedad como tratamiento, edad sexo o sintomatologia. A pesar del incremento en la
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concentracion de ambas moléculas, la distribucion de los datos no es contundente para
sugerirlos como un marcador diagnostico de la enfermedad, tendrian que realizarse mas
estudios, agrupando a los pacientes y evaluar la posibilidad de su uso como marcadores.

Los pacientes asmadticos tienen una mayor proporcion de ICOS/ICOSL séricos
(Figura 3), lo que sugiere que ICOS sufre mayor hidrolisis que su ligando o incluso una
mayor expresion en membrana de ICOS en linfocitos T y una menor expresion de ICOSL
en linfocitos B, de la misma forma que sucede en el Lupus eritematoso sistémico, esta
diferencia es mayor en sujetos con la enfermedad activa.(44) En el asma no hay reportes al
respecto, sin embargo podria sugerir un mecanismo similar.

La via ICOS/ICOSL es importante en la activacion y funcion de las células Ty2
efectoras, induciendo proliferacion y produccion de citocinas, preferencialmente IL-4 e IL-
5.(45) McAdam y colaboradores, utilizando ratones knock-out para ICOS, observaron una
disminuciéon de IgE circulante y produccion de citocinas como IL-4 e IL-10 y un
incremento de IFN-y, tanto en sobrenadante como intracelular.(46), (47) Para evaluar la
funcion de ICOSL soluble dentro de este sistema, se establecieron cultivos celulares,
utilizando dosis subdptimas de anti-CD3i, para resaltar el efecto de ICOSL en la activacion
del linfocito T y no quedara enmascarado al saturar el sistema con anti-CD3i. Se utiliz6
anti-CD28 en dosis Optimas, pues se ha reportado que su presencia es necesaria para la
expresion de ICOS en el linfocito T.(14) ICOSL recombinante humano se adicion6 bajo
distintas condiciones: soluble, inmovilizado y soluble mas inmovilizado a dosis de 200 y
400 ng.(24) No se observaron diferencias significativas en la proliferacion del linfocito T
(figura 7), sin embargo se observa una tendencia a incrementar la proliferacion en pacientes
asmaticos cuando se utilizan 400 ng de thICOSL. Esto sugiere que es necesario incrementar
el tamafio de la muestra en virtud de la tendencia.

Se observa una mayor producciéon de IFN-y por las células CD3+ de los pacientes
asmaticos en comparacion a los sujetos sanos en presencia de ICOSL ya sea soluble o
inmovilizado, en cualquiera de las dosis empleadas (Figura 8A y B). El IFN-y es una
molécula caracteristica de la respuesta Tyl opuesta a la respuesta Ty2, por lo que puede
indicar una regulacion intrinseca del asma. Es importante resaltar que este cambio se da con
la molécula de ICOSL, sin importar si ésta se encuentra inmovilizada o en su forma

soluble. El incremento en la produccion de IFN-y ocurre Unicamente en pacientes
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asmaticos, lo que podria ser una respuesta tipo Feedback negativo como ocurre con
CD28.(48)

En el analisis de la intensidad de fluorescencia media de ambas moléculas, no
ocurren cambios tras la adicion de la molécula. Sin embargo en pacientes asmaticos el [IFM
de IFN-y (figura 9 A y B) tiende a incrementar cuando se utilizan 400 ng de thICOSL, a
diferencia del IL-4 (Figura 9 C y D) en donde hay mayor variabilidad entre las muestras y
no se observa la tendencia.

Estos datos muestran que a pesar de que el ICOSL que se utilizé es una molécula
recombinante tuvo un efecto biologico, sin embargo seria importante aislar ICOSL del

suero y probar si tienen el mismo efecto.

CONCLUSION

ICOSL soluble no disminuye la proliferacion y sintesis de IL-4 en células CD3+ de

pacientes con asma alérgica.
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PERSPECTIVAS

Este proyecto confirma la importancia de ICOS e ICOSL en el asma, lo cual abre las
puertas a nuevas investigaciones para esclarecer la fisiopatologia de esta enfermedad, la
cual ha tenido un gran incremento en su prevalencia en los ultimos afios.

Como nosotros mostramos, ambas moléculas estan incrementadas en el suero de los
pacientes asmaticos, pero es necesario determinar la cinética de corte de ambas, tanto en
sujetos asmaticos como en sujetos sanos, asi como realizar un estudio mas profundo en la
evaluacion de los niveles séricos de ambas moléculas y establecer la razon de esta gran
variabilidad en las concentraciones de ICOS, si algun tratamiento la modifica o es por
alguna caracteristica biologica de los pacientes.

También hay que comprobar que ICOSL soluble se une a ICOS de membrana, para
confirmar su efecto en el incremento de IFN-y en las células CD3+ de pacientes asmaticos
y repetir los experimentos con la molécula aislada del suero de los pacientes, para
comprobar que la molécula podria tener un efecto in vivo. También es importante
establecer la via por la que ICOSL soluble incrementa la produccién de IFN-y en estas
células.

Esclarecer estos mecanismos es importante pues como se menciond anteriormente

estas moléculas pueden funcionar como marcadores diagnosticos de la enfermedad.
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ABREVIATURAS

APC: Célula Presentadora de Antigeno (Antigen Presenting Cell)

BSA: Albumina Sérica Bovina (Bovine Serum Albumin)

CD: Grupo de moléculas de diferenciacion (Cluster of Differentiation)

CD3i: CD3 inmovilizada

CFSE: Succimidilester de carboxifluoresceina (Carboxyfluorescein Succimidyl Ester)
ELISA: Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay)

FITC: Isotiocianato de fluoresceina (Fluorescein Isothiocynate)

FSC-H: Tamafio (Forward Scatter-Height)

ICOS: Coestimulador inducible de Células T (Inducible T-cell Costimulator)
ICOSL: Ligando del coestimulador inducible recombinante humano

hrICOSL: ICOSL recombinante humano

IFM: Indice de Fluorescencia Media

IFN-y: Interferon Gamma

IL: Interleucina

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex)
PAF: Factor Activador de plaquetas (Platelet-Activating Factor)

PBS: Tampon fosfato salino (Phosphate Buffered Saline)

PE: Ficoeritrina (Phycoeritrin)

PECy5.5: Ficoeritrina conjugada a cianina 5.5.

RPMI: Medio Roswell Park Memorial Institute

SFB: Suero fetal bovino

SSC-H: Granularidad o complejidad celular (Side Scatter-Height)
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ANEXOS

Pacientes asmaticos con pruebas cutineas positivas utilizados para los ELISA

Género Edad Tiempo de Alérgeno IgE Comorbilidades
(afios) | diagnostico | positivos (UI/ml)

1 Masculino 10 | 6 afios Dermatoph 146 | Rinits alérgica

2 | Masculino 6 | 4 afios Dermatoph 460 | Rinits alérgica

3 | Masculino 6 | 5 aflos Dermatoph 122 | Rinits alérgica

4 | Femenino 8 | 2 afios Dermatoph/ - | Rinits alérgica
Quercus

5 | Femenino 10 meses Gato 14.4 | No

6 | Masculino 4 afios Dermatoph/ 713 | No
Perro

7 | Masculino 9 | 7 aflos Dermatoph/ 73 | Rinits alérgica
Perro/Gato

8 | Masculino 15 | 12 afos Dermatoph/ 80 | Rinits alérgica
Capriola/
Lolium/
Maiz

9 | Femenino 7 | 2 aflos Dermatoph 19 | Rinits alérgica

10 | Masculino 9 | 4afos Dermatoph - | Rinits alérgica

11 | Masculino 11 | 2 afios Dermatoph/ 557.7 | Rinits alérgica
capriola

12 | Femenino 9 | 6 meses Chenopodiu 349 | Rinitis alérgica
m/Fraxinus /Dermatitis
Schinus atopica

13 | Femenino 7 | 4 afios Dermatoph/ - | Rinits alérgica
gato

14 | Femenino 13 | 1 afio Dermatoph/ 324 | No
gato

15 | Masculino 8 | 2 aflos Dematoph 134 | Rinits alérgica

16 | Femenino 16 | 8 afios Dermatoph/ - | Rinits alérgica
lolium

17 | Femenino 3 afios Dermatoph 87 | Rinits alérgica

18 | Masculino 2 afios Dermatoph 120.5 | Rinits alérgica

19 | Masculino 3 afios Dermatph - | Rinits alérgica

20 | Femenino 10 | 5 afios dermatoph 119 | Rinits alérgica

21 | Masculino 12 | 8 afios Dermatoph - | No

22 | Femenino 11 | 7 afios Dermatoph 78.8 | No

23 | Masculino 8 | 5 afios Dermatoph 54 | No

24 | Femenino 8 | 4 afos Capriola/ 249 | Rinitis cronica
Fraxinus/
Ligustrum

25 | Femenino 10 | 3 afios Dermatoph/ 122.5 | No
Aspergillus

26 | Femenino 12 | 9 afios Dermatoph 221 | Rinits alérgica

27 | Masculino 14 | 10 afios Dermatoph 36 | Rinits alérgica

28 | Femenino 10 | 6 afios Dermatoph/ 148 | Rinits alérgica
Quercus

29 | Femenino 10 | 2 afios Dermatoph 112.2 | Rinits alérgica
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Pacientes asmaticos con pruebas cutineas negativas utilizados para los

ELISA
Género Edad | Tiempo de IgE (U/ml) | Comorbilidades
(afios) | diagndstico

1 | Masculino 6 | 6 meses 68 | No

2 | Femenino 6 | 2 afios - | No

3 | Femenino 15 | 5 afios 12 | No

4 | Masculino 11 | 8 meses 8 | No

5 | Femenino 12 | 1.5 anos 29 | No

6 | Masculino 14 | 4 afios 22 | No

7 | Masculino 9 | 4 afios 72 | No

8 | Masculino 10 | 2afios 81.1 | No

9 | Masculino 17 | 12 afos - | No
10 | Masculino 11 | 8 afios 19 | No
11 | Femenino 12 | 2 afios - | No
12 | Femenino 9 | 1 afio 32 | No
13 | Femenino 14 | 6 afios 100 | No
14 | Masculino 9 | 8 meses - | No
15 | Masculino 15 | 2 afios 33 | No
16 | Femenino 6 | 4 afios 24 | No
17 | Femenino 8 | 3 afios 17.7 | No
18 | Femenino 13 | 8 afios - | No
19 | Masculino 6 | 2 afios 25.8 | Crisis

Convulsivas

20 | Masculino 6 | 9 meses 55.4 | No
21 | Masculino 15 | 10 afios - | No
22 | Femenino 11 | 3 afios 64.5 | No
23 | Masculino 10 | 5 afios 33 | No
24 | Femenino 6 | 1 afio - | Rinitis Crénica
25 | Femenino 13 | 3 afios 16 | No
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Pacientes asmaticos utilizados para los cultivos celulares

Género Edad | Pruebas cutineas Comorbilidades | Tratamiento
(afios)
Masculino 34 Positivas: Betulat, Fraxinus +++, | Rinitis Alérgica Broncodilatador
Ligostrum ++++, Platanus+
Masculino 29 Positivas No Salbutamol
3| Femenino 43 Positivas Rinitis Alérgica | Montelukast,
Avamys, Loratadina
4| Femenino 30 Positivas Rinitis Alérgica | No
5| Femenino 42 Positivas Rinitis Alérgica | No
6| Masculino 20 Positivas Rinitis Alérgica | No
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