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Aumento de interleuquinas
proinflamatorias y de cortisol plasmatico
en bronquiolitis por virus respiratorio
sincicial: relacion con la gravedad de la
infeccion

PATRICIA V. DIAZ PhD', ALDO A. GAGGERO?*, RICARDO A. PINTO?,
ROSSANA MAMANTE, PAOLA A. UASAPUD*, MARIA ROSA BONO PhD?

Levels of inflammatory cytokines and
plasma cortisol in respiratory syncytial virus
bronchiolitis

Background: An increased inflammatory innate response may play a role in
pathogenesis of respiratory syncytial virus (RSV) infection. Aim: To quantify pro-
inflammatory cytokines (IL-6-IL-8, IL-1-B and TNF-o.) in nasopharyngeal aspirate
(NPA) and plasma, and plasma cortisol in previously healthy infants with RSV
bronchiolitis. Patients and Methods: We studied 49 infants aged less than one year
of age with RSV bronchiolitis and 25 healthy controls. Severity was defined using a
previously described modified score. We quantified interleukins in NPA and plasma
by flow cytometry and plasma cortisol by radioimmunoanalysis. Results: Among
patients with RSV bronchiolitis, 25 were classified as severe and 24 as moderate or
mild. Significantly higher levels of IL-6 and IL-8 in NPA and plasma and IL-1 in
NPA were found in children classified as severe, when compared to those with mode-
rate or mild disease and controls. There was a positive correlation between IL-6 and
cortisol in plasma (r = 0,55; p < 0,0001) and both were correlated with the severity
of the disease. Conclusions: RSV bronchiolitis severity was associated with higher
levels of inflammatory interleukins and plasma cortisol.

(Rev Med Chile 2013; 141: 574-581).
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tégeno que causa mayor morbilidad y mor-

talidad en lactantes menores'. Infecta anual-
mente a 3-7% de adultos mayores sanos y entre
4-10% de adultos con enfermedades concomitan-
tes’. La gravedad de la infeccién estd relacionada
con enfermedades pre-existentes tanto en ninos?,
como en adultos*. En lactantes previamente sanos
sin factores de riesgo, la gravedad es muy variable
y dificil de predecir. Los sintomas de la infeccién
por VRS son variados desde manifestaciones leves
de coriza, tos y fiebre hasta sintomas severos de

El virus respiratorio sincicial (VRS) es el pa-
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obstruccién bronquial y bronconeumonia, con
dificultad respiratoria, hiperinflacion, sibilancias y
signos de hipoxemia. La patogenia de la infeccién
no se conoce totalmente®. Se sabe que el virus in-
fecta las células epiteliales de la mucosa bronquial
y se disemina de célula a célula a través de puentes
intercitoplasmaticos formando sincicios o células
multinucleadas. Como respuesta a la infeccion,
las células epiteliales producen numerosas cito-
quinas proinflamatorias como interleuquina-8
(IL-8), interleuquina-1 (IL-1), interleuquina-6
(IL-6), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a.) y
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otros factores. Esta respuesta inflamatoria ha sido
demostrada en lavados nasal y traqueal de nifios
infectados por VRS®®, animales de investigacion’,
células de cultivo’, cultivos primarios de células
de via aérea'' y en células mononucleares de sangre
periférica infectada in vitro por VRS'

La causa de la gravedad de la infeccién aguda
en lactantes previamente sanos, no estd bien deter-
minada. Algunos investigadores dan significado al
desbalance Th-1/Th-2"*"'¢, En estudios anteriores,
encontramos una disminucién de la produccién
de IFN-y y de IL-12 por células mononucleadas
en relacién a la gravedad de la infeccién por
VRS que se correlacionaba en forma indirecta
con el aumento de cortisol plasmdtico”. Se ha
postulado que la gravedad de la infeccién podria
deberse a una depresion de la respuesta inmu-
ne especifica celular'®" y/o a un aumento de la
respuesta inmune innata. Las interleuquinas pro
inflamatorias IL-6,1L-8,1L-1f3 e TNF-a estimulan
el eje hipotdlamo-hip6fisis-suprarrenal®**%. En
voluntarios sanos se demostré que la infusién de
IL-6 humana recombinante aumenta el cortisol
plasmatico® sugiriendo que la IL-6 podria tener
una accién antiinflamatoria.

Postulamos que en la infeccién por VRS se pro-
duce un aumento de cortisol plasmético que estd
relacionado con el aumento de interleuquinas pro
inflamatorias y con la gravedad de la enfermedad.
El objetivo de nuestro trabajo fue cuantificar en el
aspirado nasofaringeo y en el plasma de lactantes
con infeccién respiratoria aguda baja (IRAB) la
presencia de interleuquinas de respuesta de fase
aguda y su relacion con el cortisol plasmatico.

Pacientes y Metodologia

Pacientes

Durante la epidemia por VRS 2009-2011, selec-
cionamos lactantes menores de 1 afio, previamente
sanos sin factores de riesgo, que cursaban con in-
feccion de diferente severidad. Todos presentaban
fiebre, tos, coriza que habia comenzado en las 24
a 72 h previas, obstrucciéon bronquial demostrada
por la presencia de sibilancias o hiperinflacién a
la radiografia de térax y se detectd la presencia de
VRS en el aspirado nasofaringeo (ANF) por in-
munofluorescencia indirecta (IFI) o por reaccién
de polimerasa en cadena (RT-PCR). Los criterios
de exclusion fueron lactantes menores de 2 me-
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ses, co-infeccidn con otros virus o haber recibido
corticosteroides inyectable u oral, 72 h antes de su
ingreso al estudio. El grupo control, seleccionado
durante un periodo no epidémico de infecciones
respiratorias, fue un grupo de lactantes sanos que
requerian exdmenes previos para cirugia menor
(hernias inguinales, papilomas pre-auriculares,
y/o hemograma control). Pacientes y controles
fueron atendidos en el Hospital Roberto del Rio y
en el centro de salud familiar Agustin Cruz Melo.
El estudio fue aprobado por los comités de ética
del Hospital Roberto del Rio y de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile. Los padres
dieron su consentimiento informado para que sus
hijos participaran en el estudio.

Aspirado nasofaringeo

Con una sonda de alimentacién de 8Fr Inttube
se aspird la secrecién nasofaringea y se colocé en
3 ml de solucién salina en recipiente refrigerado
para su traslado a virologia. Una vez agitada y ho-
mogeneizada, la muestra se dividi6 en dos partes
iguales, quedando 1,5 ml para estudio viroldgico.
Los 1,5 ml restantes se centrifugaron y se realiz6
estudio en citémetro de flujo de células totales y
conteo diferencial, realizando simultdneamente un
extendido celular que se tiné con May-Grunwald-
Giemsa para diferenciar en microscopio éptico
los diferentes tipos celulares. El sobrenadante se
guardé a -80°C para cuantificar citoquinas.

Estudio viral

Una vez seleccionados los pacientes con infec-
cidn respiratoria aguda baja (IRAB) por VRS se
obtuvo un segundo ANF para una nueva deteccién
de virus que incluye VRS, Parainfluenza 1,2,3
Influenza A y B, adenovirus y metapneumovirus.
Enlos controles se tomd sélo una muestra de ANF
para deteccion de igual panel viral.

Muestras de sangre

De 3-5 ml de sangre heparinizada, se separd 1
ml de plasma que se guardé a -80 °C para cuanti-
ficacion de citoquinas y de cortisol.

Clasificacion de gravedad clinica

El criterio clinico aplicado para la clasificacién
de gravedad desde la admisién y durante toda la
hospitalizacién fue modificado de la clasificacién
previa realizada en el hospital Roberto del Rio y
publicado por Larrafiaga y col”’, basado en tres
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pardmetros: dias de hospitalizacion, necesidad de
oxigeno (dias) y la fraccion médxima de oxigeno
entregada durante la hospitalizacion. La modifica-
cién aplicada en este estudio fue: incluir pacientes
ambulatorios y no incluir pacientes de la unidad
de cuidados intensivos (UCI).

Cuantificacién de citoquinas

La concentracién de citoquinas en el ANF
y en plasma fue determinada usando un kit de
CBA “Cytokine Beads Assay” (BD Biosciences) de
acuerdo al protocolo indicado por el fabricante.
Evaluamos las concentraciones de: IL-10, IL-6,
TNF-a, IL-1B, IL-8, IL-12p70, IL-2, IL-4, IL-5,
IEN-v, e IL-17 mediante citémetro de flujo (FAS-
Can to II con software DIVA).

Cuantificacién de cortisol plasmadtico

La concentracion de cortisol plasmético (n/
ml) se determiné por radioinmunoensayo (RIA)
(Diagnostic System Laboratories Inc Webster,
Texas).

Andlisis estadistico

Los resultados expresados en medianas se ana-
lizaron por test no-paramétrico ANOVA Kruskal-
Wallis con test de comparacién maltiple de Dunn.
Las correlaciones fueron analizadas por test de
Spearman. Una p < 0,05 se considerd significativa.

Resultados

Pacientes estudiados segiin gravedad clinica

Fueron incluidos 49 pacientes con bronquio-
litis por VRS, 25 fueron catalogados como graves
y 24 como moderados-leves. De estos ultimos en
12 la hospitalizacién no fue necesaria y en la cla-
sificacion de gravedad se considerd un puntaje de
1. Al no incluir pacientes de UCI, nuestro puntaje
de gravedad maximo fue de 8.

Caracteristicas demogrdficas

EnlaTabla 1 se expresan los resultados obteni-
dos en ndmero de lactantes estudiados por grave-
dad, género y edad expresada en mediana (minimo
y maximo). No hubo diferencia significativa entre
los tres grupos estudiados.

Recuento total y diferencial de leucocitos en
aspirado nasofaringeo

La cantidad de leucocitos totales en el ANF en
pacientes infectados fue tres veces mayor que en
controles (140/mm® vs 42/mm?® respectivamen-
te). Sin embargo, el porcentaje de granulocitos
y de mononucleares fue similar de 80% y 20%,
respectivamente, en todos los grupos (datos no
mostrados).

Niveles (P/ml) de interleuquinas en aspirado
nasofaringeo (ANF)

La Tabla 2 muestra que IL-6, IL-8 e IL-1-
estaban significativamente aumentadas en ambos
grupos de pacientes con bronquiolitis por VRS
comparadas con el grupo control. En el grupo
catalogado como grave el aumento fue significa-
tivamente mayor que en el grupo con severidad
moderada a leve. En cambio los valores de IL-10 y
TNEF-o en ANF fueron bajos en todos los grupos
y alcanzaron diferencias estadisticamente signifi-
cativas s6lo entre pacientes graves y controles. En
todos los lactantes, incluyendo controles sanos,
fue posible detectar niveles de IL-6, IL-8 e IL-1j3,
en cambio IL-10 y TNF-a estaban presentes en
un porcentaje mayor de lactantes infectados que
en controles (70% versus 30%) a pesar de que la
cantidad detectada fue muy baja.

Niveles (P/ml) de interleuquinas en el plasma

La concentracién de IL-6 en el plasma (Tabla
3) fue significativamente mayor en el grupo de
pacientes con bronquiolitis grave y moderada
comparada con el grupo control. La IL-8 se en-

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de los lactantes

Graves Moderados-leves Controles p
n 25 24 25 NS
Género 153/109 143/109 133/129 NS
Edad (meses) 3(2-10) 3,5(2-9) 3 (3-5) NS

Edad expresada en medianas (minima y maxima).
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Tabla 2. Niveles de interleuquinas (P/ml) en el aspirado nasofaringeo (ANF) de pacientes

ANF Graves Moderados-leves
n =25 n=24
IL-6 326 (21-8.271)*t 130 (4-3.075)*
IL-8 8679 (245-118.818)*t 2.368 (296-55.784)*
IL-1B 363 (8-8.484)*" 157 (15-1.470)*
IL-10 4,0 (0-20)* 3,6 (2-23)
TNF-a 6,4 (0-88)* 5,4 (0-111)

Valores estan expresados en medianas (minimo y méaximo).

con bronquiolitis por VRS y controles

Controles p
n =25

11(2-211) < 0,001*
< 0,021
596 (29-2747) <0,01*
< 0,007f
42 (4-771) <0,01*
< 0,03"
2,7 (0-5) < 0,05*
3,5(0-13) < 0,05*

*p significativa versus controles ANOVA no paramétrico; p sig-

nificativa entre graves versus moderados-leves Mann-Whitney. Limites de deteccion (P/ml) IL-6=2,5; IL.-8=3,6; IL-1-B=7,2;

IL-10=3,3; TNF-a.=3,7.

Tabla 3. Niveles de interleuquinas (P/ml) en plasma de pacientes con bronquiolitis

por VRS y controles sanos

Plasma Graves Moderados-leves
n =25 n =24
IL-6 14 (2-59)* 6 (0-60)*
IL-8 10 (3-54)* 7 (2-36)
I-1B 0(0-3) 1,4 (0-6,4)
IL-10 1,7 (0-9,1) 1,6 (0-8,8)
TNF-o 0(0-10,4) 0(0-7,1)

Valores estan expresados en medianas (minimo y maximo).

Control o)
n =25
2 (0-4) < 0,001
4 (3-13) < 0,001
0(0-4,3) NS
0(0-4,1) NS
0(0-4,4) NS

*p significativa versus controles ANOVA no paramétrico. Limites de

deteccion (P/ml) IL-6=2,5; IL-8=3,6; IL.-1-B=7,2; IL-10=3,3; TNF-a.=3,7.

contr6 aumentada con respecto a grupo control,
s6lo en pacientes graves. IL-6 e IL-8 se detectaron
en pricticamente todos los pacientes, en cambio
en los controles la deteccion fue cercana a la mitad
de los lactantes. En sangre no se detecté IL-1f3, ni
TNF-a. IL-10 se detectd sélo en un tercio de los
enfermos.

Ninguna de la otras interleuquinas estudiadas
a saber: IL-12p70, IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y, e IL-17
presentaron aumento en ANF ni en plasma en
pacientes con respecto a grupo control.

Correlacion entre la cantidad de interleuquinas
cuantificadas en el aspirado nasofaringeo y en el
plasma con la gravedad de la infeccion

La Figura 1 muestra la correlacién entre la
gravedad de los pacientes y los niveles de IL-6 en
el ANF de cada uno de ellos (r = 0,41; p < 0,004).

Rev Med Chile 2013; 141: 574-581

Correlacion entre IL-6 en ANF y gravedad clinica

10.000
- L] L]
_ 8.000 M =041
E p < 0,004
o 6.000+ L
e
=]
= 4.000- °
L]
L]
2.000 0
L] > °
0 * i
2 4 6 8 10
n=49 Gravedad clinica

Figura 1. Los 49 pacientes infectados por VRS mostraron
correlacién positiva (r = 0,41) entre la gravedad clinica y la
IL-6 en el aspirado nasofaringeo (p < 0,004).
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La Tabla 4 muestra la correlacion entre la gra-
vedad de la infeccion (valores 1-8) con IL-6, IL-8
e IL-1P en el aspirado nasofaringeo y con IL-6 e
IL-8 en el plasma.

Elaumento de IL-6 tanto en el plasma como en
el ANF fue la que mostré mejor correlaciéon con la
gravedad clinica (r = 0,52; p < 0,0001).

Las otras ILs presentaron una menor correla-
cidén, aunque estadisticamente significativa. No
hubo correlacién entre la gravedad de la infeccién
con los niveles de TNF-a y de IL-10 encontrados
en ANFE.

Niveles de cortisol plasmadtico

Los lactantes con IRAB grave tenian una
mediana de 230 n/ml significativamente mayor
que los lactantes que cursaban con una IRAB
moderada-leve de 123 (n/ml) p < 0,05 y ambos
valores significativamente mayores que la mediana
de lactantes sanos con 49 (n/ml) p < 0,001 y 0,01
respectivamente (datos no publicados).

Correlacion de los niveles de cortisol plasmdtico
con los niveles de interleuquinas.

La Figura 2 muestra una correlacién positiva
(r=0,55) entre los niveles plasmadticos de cortisol
y de IL-6 (p < 0,0001). No hubo correlacién de
cortisol plasmatico con los niveles plasmaticos de
IL-8. Las interleuquinas cuantificadas en el ANF
no mostraron correlacion con el nivel de cortisol
plasmadtico de los pacientes.

Discusiéon

En este estudio analizamos la respuesta media-
da por interleuquinas de respuesta inmune innata
(IL-6, IL-8, IL-1-B, TNF-a, IL-12, e IL-10) y de
respuesta inmune adaptativa de tipoTh-1(IFN-y,
IL-2) y tipo Th-2 (IL-4, IL-5, IL-10) de lactantes
menores de un afo infectados por primera vez con
VRS, de caracteristicas demograficas similares pero
con diversa evolucién clinica. Las interleuquinas
de fase aguda de respuesta inmune innata IL-6,
IL-8 estaban aumentadas en el ANF y plasma y
s6lo IL-1P en ANF (Tablas 2 y 3) en los pacientes
con VRS comparados con el grupo control. Las
muestras de ANF y de plasma para cuantificar las
interleuquinas fueron tomadas en los primeros
dias de enfermedad (2-4 dias) y la clasificacién de
la gravedad de la enfermedad fue obtenida cuando
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Tabla 4. Correlacion entre la gravedad de la
infeccion con IL-6, IL-8 e IL-1B en el aspirado
nasofaringeo y con IL-6 e IL-8 en el plasma

Interleuquina Spearman r Significancia

IL-6 ANF 0,41 p < 0,004
IL-8ANF 0,33 p < 0,02
IL-1B ANF 0,30 p < 0,04
IL-6 plasma 0,52 p < 0,0001
IL-8 plasma 0,34 p < 0,02

Test de rango de correlacién de Spearman (r).

Correlacidn entre IL6 y cortisol plasmatico

60 -

r=0,55

40 . p <0,0001

IL6 plasmatica (P/ml)

0 200 400 600

n=49 Cortisol plasmatico (n/ml)

Figura 2. Los 49 pacientes infectados por VRS mostraron
correlacién positiva (r = 0,55) entre cortisol plasmatico y nivel
de IL-6 en el plasma (p < 0,0001).

el paciente fue dado de alta. La IL-6 plasmatica
y en ANF fue la que mostré mejor correlacién
con la gravedad del paciente. Este resultado es
coincidente con lo observado en otros estudios”®
donde se comparé lactantes graves sometidos a
ventilacién mecdnica con lactantes no graves. La
IL-6 es una citoquina con multiples funciones,
producida por células linfoides y no linfoides. En
la via aérea puede ser producida por células epite-
liales y mononucleares especialmente monocitos-
macréfagos. En nuestro estudio encontramos
que la cantidad producida localmente (ANF) fue
mayor en relacién al plasma incluso en lactantes
controles (5:1). En los lactantes infectados esta
relacién aumenta ain mas (20:1).

Rev Med Chile 2013; 141: 574-581
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IL-8 es una citoquina con actividad quimiotac-
tica para neutréfilos, su aumento en el ANF explica
el aumento de estas células que encontramos en
nuestros pacientes, resultados concordantes con
otros descritos*. Sin embargo, su relacién con la
gravedad de la infeccién es controversial. Smyth
y col encontraron una asociacién entre la can-
tidad de IL-8 producida localmente en las vias
aéreas y cuantificadas por RNAm vy la gravedad
de la infeccién por VRS®. En cambio, Bennett y
col encontraron un aumento significativo en el
aspirado nasofaringeo de ILs proinflamatorias
pero que no tenia relaciéon con la gravedad de
la enfermedad ni con la presencia del VRS*. La
presencia de neutréfilos si estd relacionada con
la inflamacién de la via aérea en la bronquiolitis
por VRS-, Nuestro estudio mostré un aumento
en la cantidad de neutréfilos en la via aérea, que
podria estar relacionada con la IL-8, ya que la IL-
17 no estaba aumentada en el ANF a diferencia
de lo descrito en lactantes muy graves sometidos
a ventilacién mecdnica®.

La produccién de IL-1f, IL-10 y de TNF-a. fue
encontrada en el ANF de los pacientes, presentan-
do sélo IL-1f cantidades significativamente altas
en pacientes mds graves. La ausencia de IL-1f y
de TNF-a en el plasma, se podria explicar porque
ninguno de estos pacientes hizo una infeccién gra-
ve necesaria de ser tratada en unidad de cuidados
intensivos, ya que ambas citoquinas se asocian a
cuadros clinicos extremadamente severos en su
evolucion®!.

La cuantificacién de interleuquinas es una téc-
nica facil de realizar (citometria de flujo o ELISA)
sin embargo, la gran variabilidad individual en su
produccién y su corto tiempo de accidn, dificulta
su aplicabilidad clinica.

Es importante destacar que investigaciones
previas?®?® han demostrado que la produccién
especialmente de IL-6, y también IL-8, IL-1P y
TNF-a en infecciones virales, estrés y ejercicio
activan el eje hipotdlamo-hip6fisis-suprarrenal,
liberando cortisol que tiene accién antiinflama-
toria. La respuesta inflamatoria “controlada” es
esencial como mecanismo para eliminar el agente
infeccioso, cuando esta respuesta es exagerada se
produce dano tisular. En este estudio encontramos
una correlacién positiva del cortisol plasmadtico
con la gravedad de la infeccién y con el nivel
de IL-6 plasmatica, mostrado en Figura 2. La
falta de accién antiinflamatoria del cortisol en

Rev Med Chile 2013; 141: 574-581

la bronquiolitis por VRS ha sido demostrada en
multiples estudios clinicos sobre tratamiento de la
IRAB por VRS con cortico esteroides®*?*. Reciente-
mente, Hinsey y col® publicaron que en células de
cultivo habia una inhibicién directa del VRS en la
accién antiinflamatoria de los corticoides. En los
lactantes estudiados por nosotros, encontramos,
en relacion a la gravedad del paciente, un aumento
del receptor de glucocorticoides beta (GR-B3) que
es inactivo en la respuesta a corticoides®. Esto
podria explicar en parte, que el cortisol no tenga
una accién antiinflamatoria en un subgrupo de
pacientes que presenta una evolucién de gravedad.
Por otro lado, en pacientes adultos con infeccién
por VRS que fueron tratados con esteroides orales
por enfermedad basal, no hubo diferencia en la
cantidad de IL-6 e IL-8 en el suero y en el ANF
y tampoco en la evolucién clinica con pacientes
no tratados con esteroides”, confirmando asi que
el corticoide no tiene accién anti-inflamatoria
frente al VRS.

En conclusion, los lactantes infectados con VRS
presentan desde el comienzo de su enfermedad un
aumento de interleuquinas pro-inflamatorias en
el ANF y en el plasma que es significativamente
mayor en lactantes que evolucionan con mayor
gravedad. Asi, cuantificar las interleuquinas en
los primeros dias de la enfermedad podria servir
como marcadores de pronéstico. El aumento de
IL-6 podria explicar en parte el aumento de cor-
tisol plasmdtico y su relacion con la gravedad del
cuadro clinico.
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