Respuesta inmune innata de interferon

Aportacion original
Vol. 63
NUm. 2

gamma en pacientes graves

positivos a COVID-19

Fabiola del Rocio Villalobos-Gomez'3, Anastacio Palacios-Marmolejo?°, Rogelio Salinas-Gutiérrez®c,

Hugo Enrique Lagunes-Servin#d

Resumen

Introduccion: se ha demostrado que el SARS-CoV-2 esta
asociado con la activacion de la inmunidad innata, obser-
vandose un aumento de neutréfilos, fagocitos mononuclea-
res y células asesinas naturales, asi como una disminucion
de las células T. El interferon gamma (IFN-y) es una cito-
cina que cumple un papel fundamental para mantener la
homeostasis del organismo, tanto in vitro como in vivo.
Objetivo: se realizé un estudio inmunolégico en el que se
midieron las concentraciones de IFN-y en pacientes graves
positivos a SARS-CoV-2.

Material y métodos: se trabajaron alrededor de 500 mues-
tras de suero de pacientes con comorbilidad respiratoria si-
milar al inicio de la enfermedad, utilizando como controles
a pacientes sanos. Los sueros de las personas positivas a
SARS-CoV-2 se procesaron mediante la técnica de ELISA.
El tratamiento estadistico de los datos consistio en cons-
truir una base de datos con las absorbancias, que luego se
transformaron en concentraciones en pg/ml.

Resultados: podemos inferir que la cantidad de expresién
de IFN-y depende de las condiciones del paciente: entre
mas grave esté el paciente, mayor es la cantidad de expre-
sién de esta citocina, con niveles basales que varian de 0
a 0.5 pg/ml.

Conclusion: se sugiere que la respuesta de IFN-y es una
parte importante para el control de la enfermedad. Se re-
comiendan terapias eficaces en el tratamiento de la CO-
VID-19, las cuales conduciran a la implementacion de en-
foques terapéuticos que apunten a contrarrestar el sistema
inmunoldégico, especialmente en las formas mas graves de
la enfermedad.

Abstract

Background: SARS-CoV-2 is associated with the activation
of innate immunity, with an observed increase in neutrophils,
mononuclear phagocytes, and natural killer cells, as well as
a decrease in T. Gamma interferon (IFN-y) is a cytokine that
plays a fundamental role in maintaining homeostasis in the
body, both in vitro and in vivo.

Objective: An immunological study was conducted to mea-
sure the concentrations of IFN-y in severe SARS-CoV-2-po-
sitive patients.

Material and methods: Around 500 sera from patients with
similar respiratory comorbidities at the onset of the disease
were analyzed, using healthy patients as controls. The sera
from SARS-CoV-2-positive individuals were processed using
the ELISA technique, and the statistical treatment of the data
involved creating a database with the absorbance readings,
which were then converted into concentrations in pg/ml.
Results: We can infer that the amount of IFN-y expression
depends on the patient's condition; the more severe the
patient’s condition, the higher the expression of this cytokine
compared to their baseline levels, ranging from 0 to 0.5 pg/ml.
Conclusion: It is suggested that the IFN-y response plays
an important role in controlling the disease, and effective
therapies are recommended for the treatment of Covid-19,
which will lead to the implementation of therapeutic approa-
ches aimed at counteracting the immune system, especially
in the more severe forms of the disease.
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Introduccién

El virus 2019-nCoV surgi6 el 31 de diciembre de 2019
en Wuhan, China, causando conmocién entre la comunidad
médica y el resto del mundo. Esta nueva especie de
coronavirus caus6 un gran ndmero de fallecimientos en
China, convirtiéndose en una emergencia de salud publica
a nivel mundial." Es un virus con alta homologia con
otros coronavirus patogénicos, como los originados por
zoonosis de murciélagos (SARS-CoV). Las herramientas
de diagndstico disponibles hasta el momento se han
basado en: a) deteccidon de genes virales, b) deteccién de
anticuerpos humanos y c) deteccion de antigenos virales,
siendo la deteccion de genes virales por RT-PCR la técnica
mas fiable.234

El interferon gamma (IFN-y) participa en la inmunidad
innata y adaptativa. En la inmunidad innata, el IFN-y juega
un papel importante en el absceso hepatico amebiano
inducido en ratones SCID (con alteracion dirigida al
gen del receptor de IFN-y). Los linfocitos T y las células
NK activadas producen este tipo de interferdn, el cual
participa en la regulacion de las respuestas inmunes e
inflamatorias. En los humanos, solo existe un tipo de IFN-
Y, que lo producen las células T activadas. El IFN-y es
producido por las células Th1 y envia leucocitos al punto de
infeccion, lo que resulta en inflamacion. Ademas, estimula
a los macrofagos para eliminar bacterias fagocitadas. En
la inmunidad adaptativa, los linfocitos T sintetizan IFN-y
en respuesta al reconocimiento del antigeno, y su sintesis
aumenta por la IL-12 y la IL-18.345

Los IFN tipo | (IFN-a e IFN-B) y el IFN tipo Il (IFN-y) son
componentes importantes de la respuesta inmunitaria del
huésped a las infecciones virales. El IFN-y es sintetizado
casi exclusivamente por células NK activadas y células T
activadas en respuesta a las células infectadas por virus.*67

Los genes inducidos por el IFN-y codifican muchas
moléculas diferentes que participan en la potenciacion de
las respuestas inmunitarias adaptativas y en la funcion
efectora de los macrofagos.®

El uso de IFN-y se ha empleado en tratamientos en
animales para la dermatitis atdpica en un estudio realizado
por Yasukawa et al. El interferon desempefia roles
importantes para restringir los virus.® Los interferones (IFN)
son glicoproteinas capaces de proteger contra la infeccion
viral, estimulando en células no infectadas la produccion de
proteinas que inhiben la replicacion de los virus. Incluso en
concentraciones muy bajas, pueden inhibir la replicacion
viral y la produccion de proteinas virales, ademas de
estimular la sintesis de proteinas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase | (favoreciendo la presentacion
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antigénica) y activar a los macrofagos y las células NK
(asesinas naturales), que destruyen masivamente las
células infectadas.3?

La ausencia de produccion de IFN-y o respuesta celular
en humanos y animales de experimentacion predispone
significativamente al huésped a la infeccion microbiana, lo
que valida la importancia fisiolégica de esta citoquina en la
prevencion de enfermedades infecciosas.?

Las infecciones graves por SARS-CoV-2 se asocian con
una desregulacion inmunitaria que implica una produccion
reducidadeinterferonesdetipolytipolllyunahipersecrecion
de citocinas proinflamatorias como IL-6, IFN-y y TNFa. En
consecuencia, estos niveles elevados de citocinas tienen
un efecto perjudicial en la supervivencia y proliferacion de
células T. Los macrofagos, neutrofilos y monocitos activados
liberan citocinas proinflamatorias adicionales en respuesta
al agotamiento de linfocitos, lo que amplifica la produccion
de una tormenta de citocinas. Esto contribuye a la rapida
progresion de los pacientes a afecciones graves, como el
sindrome de dificultad respiratoria aguda y la disfuncion
organica multiple."

En algunos estudios realizados se encontré6 que la
infeccion por SARS-CoV-2 afecta principalmente a los
linfocitos T, particularmente a las células T CD4+ y CD8+,
resultando en una disminucién en los ndmeros de estas
células, asi como en la produccion de IFN-y por las células
T CD4+. Estos posibles marcadores inmunoldgicos pueden
ser importantes debido a su correlacion con la gravedad
de la enfermedad en COVID-19. Por ello, se planteé el
objetivo de investigar si existe una fuerte asociaciéon entre
la respuesta de IFN-y y la evolucién clinica en pacientes
positivos a COVID-19 en el estado de Aguascalientes,
con el fin de proporcionar informacion sobre la posible
terapéutica inmune. 111213

Aunque ningun tratamiento curativo ha demostrado
de manera inequivoca su eficacia, la administracion
de medicamentos antivirales en la fase temprana de
la enfermedad parece disminuir la replicacién viral y
la patogénesis. La terapia con interferon (IFN) reduce
la duracion y severidad de los sintomas, asi como
la mortalidad, si se administra a tiempo. Ademas, el
tratamiento con anticuerpos monoclonales se traduce
en menos hospitalizaciones y muertes en pacientes
inmunocomprometidos. 1415

Recientemente, se ha introducido un novedoso método
que permite una medicién simple y rapida de la acumulacion
de productos de PCR durante la fase de reaccion logaritmica
lineal.'® Existen estudios de cuantificacion de la expresion
de ARNm de IFN-y en esplenocitos. '3
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El objetivo principal del estudio es analizar
tempranamente la respuesta de IFN-y en un sujeto recién
infectado, ya que podria ayudar al médico a elegir la
molécula adecuada para el manejo y asi evitar formas
graves de infeccion y hospitalizacion. Por lo tanto, la
citoquina IFN-y ante COVID-19 se propone como una
terapia inmunoldgica, favoreciendo una propuesta que
incluye ensayos clinicos multicéntricos.

Metodologia

Tipo de estudio

Es un estudio retrospectivo de caracteristicas clinicas e
inmunoldgicas de 500 pacientes con COVID-19, clasificados
por morbilidades semejantes.8 13171819

Obtencién de muestras

Para este estudio, se analizaron 500 muestras de
suero de pacientes graves de COVID-19 del estado de
Aguascalientes, México. Las muestras se dividieron en
cinco lotes, y cada lote contenia una muestra control de un
paciente sano. Cada una de las muestras fue de pacientes
positivos a SARS-CoV-2. Estos pacientes estuvieron
hospitalizados y entubados.

Caracteristicas
participantes

generales de los

Los pacientes seleccionados para el estudio fueron
hombres y mujeres de 25 a 45 afios con comorbilidades
similares, afectados por COVID-19, hospitalizados y
diagnosticados como graves en diferentes hospitales
generales de zona de Aguascalientes, quienes nos otorgaron
el consentimiento informado para el procesamiento de sus
muestras.

Cuantificacion de IFN-y mediante técnica de ELISA
Se empled el kit de ELISA de la marca Peprotech para
identificar citocinas humanas IFN-y (Peprotech cat. 900-
K27). Se forr6 la placa con el anticuerpo de captura en una
concentracion de 0.5 yg/ml. Se agreg6 el buffer de bloqueo
con 1% de BSA. Luego, se afadieron el estandar y las
muestras de suero de pacientes graves de COVID-19 (100
), se forrd la placa con el anticuerpo de deteccion en una
concentracion de 0.5 ug/ml, se aiadié la avidina peroxidasa
1:2000 del mismo kit de ELISA 'y se agregd ABTS (2,2-azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) para determinar
la absorbancia a 415 nm en un espectrofotometro iMark™
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Microplate Absorbance Reader (catalog #168-1130) de la
marca BIO-RAD. Se realizaron las pruebas por triplicado
para cada suero de paciente.!7

Tratamiento estadistico

El tratamiento estadistico de los datos consisti6 en
construir una base de datos con las absorbancias. Estas
absorbancias se transformaron en concentraciones en pg/
ml, y las cantidades en picogramos de IFN-y se sometieron
a tratamiento estadistico mediante el tratamiento cubico
polinomial, como lo plantean Herman et al. Previamente, se
realiz6 la prueba de normalidad de los datos y de base con
linea. Se aplicé el modelo logistico de 4 parametros a los
tratamientos y se realiz6é una prueba post hoc con un valor
de significancia estadistica de p < 0.05. Para un analisis
integral de la produccion de IFN-y en los ensayos de este
tipo, los graficos correspondientes se realizaron con base en
su expresion de los datos, los cuales fueron normalizados
respecto al control y expresados como concentracion en
relacion con el control.

Resultados

Cuantificacion de IFN-y por método de
ELISA

Las muestras, al ser divididas en bloques, y cada lote
con una muestra control, muestran una curva patréon en
color negro y las absorbancias de los pacientes con sus
respectivas concentraciones en lineas grises, en un modelo
logistico de cuatro parametros. Con esto, podemos inferir
que la cantidad de expresion de IFN-y depende de las
condiciones del paciente; entre mas grave esté el paciente,
mayor sera la cantidad de expresion de esta citoquina, con
niveles basales que van de 0 a 0.5 pg/ml.

Las graficas muestran diferentes concentraciones de
IFN-y en pacientes graves por COVID-19, donde las curvas
patrén aparecen en color negro, junto con las absorbancias
de los pacientes y sus respectivas concentraciones en
lineas de color gris, en un modelo logistico de 4 parametros
elaborado con el programa R. Podemos inferir que la
cantidad de expresion de IFN-y depende de las condiciones
del paciente: entre mas grave esté el paciente, mayor es la
cantidad de expresién de esta citocina (bloques 3c y 4d).
En pacientes con menor sintomatologia, la citocina IFN-y se
expresa en niveles basales (bloques 1a, 2b y 5e)
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Figura 1 Agrupaciones por bloque de pacientes graves a COVID-19
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Discusiéon

La expresion de IFN-y en pacientes graves por SARS-
CoV-2 es casi nula en pacientes asintomaticos, pero en
pacientes graves con respirador, esta citocina rebasa
los niveles de la curva patrén empleada. El analisis
multivariable al que fueron sometidas las muestras sefiala
que en los lotes 1y 5 se observan cantidades basales que
van de 0 a 0.5 pg/ml, lo cual indica que estos pacientes
presentan una menor sintomatologia frente al COVID-19.
En comparacion, en el lote 3, donde los pacientes superan
los 0.5 pg/ml, se encontraban en un estado grave e
intubados, lo que concuerda con los estudios realizados por
Benedetta et al., quienes demostraron que los pacientes
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con COVID-19 gravemente enfermos expresaban niveles
mas altos de IFN en sus vias respiratorias superiores en
comparacion con los pacientes con COVID-19 leve.20
Segun estos resultados, Gocher et al. sugieren que el
interferén-y es una citocina con actividades protumorales
y antitumorales, que podria servir como nexo para la
respuesta a la inmunoterapia.2' Por otro lado, estudios
realizados por Viox et al. indican que tanto la falta como
el exceso en la producciéon de IFN pueden tener efectos
negativos en la respuesta de los pacientes a COVID-19, ya
que los niveles insuficientes de sefalizacion de IFN tienden
a provocar una replicacion viral descontrolada, mientras
que los niveles elevados de sefializacion de IFN impulsan
la expresion génica inflamatoria, la hipercitoquinemia v,
finalmente, la inmunopatologia, situacion observada en los
pacientes intubados.?2 Asimismo, en un estudio realizado
por Mansoor et al., en el que se estudiaron 136 pacientes
infectados por SARS-CoV-2, se encontraron niveles
elevados de diversas citocinas, demostrando que el IFN-y
es un potente marcador de la gravedad de la enfermedad y
puede identificarse como un indicador de la progresion de la
enfermedad, asi como un objetivo terapéutico.?®

Las pruebas serolégicas no diagnostican directamente
la presencia del virus, sino las moléculas del sistema
inmunitario (inmunoglobulinas/anticuerpos), como IgM e
IgG, que produce el organismo cuando entra en contacto
con el virus. Las pruebas de IgG/IgM podrian desempefar
un papel central en la lucha contra COVID-19 al clasificar con
precision a las personas que desarrollaron una respuesta
inmune debido a la infeccion por SARS-CoV-2. Aunque las
pruebas seroldgicas son adecuadas para el diagndstico
indirecto, la exploracion de la inmunidad y las estadisticas
de la tasa de mortalidad, las cantidades de anticuerpos
producidos en los primeros dias de la infeccién.224

Los niveles de IFN-y como modulador de respuesta
inmune fueron predictivos al observar que, en hombres
mayores de 65 afios, con al menos una comorbilidad y
sin vacunar, el riesgo de gravedad era alto. En cambio, en
sujetos jovenes, sanos y vacunados, el riesgo era bajo.
Por lo tanto, nuestros datos sugieren que la respuesta
de IFN-y, evaluada mediante inmunoensayo funcional,
podria ser una herramienta para predecir el riesgo de
gravedad por infeccion temprana o posterior por SARS-
CoV-2.525

Es esencial que aprendamos a detectar y manejar
las alteraciones de la enfermedad posaguda de larga
duracion y propongamos herramientas para un diagnostico
eficiente, asi como estrategias de tratamiento especificas.28
Recientemente se completd un estudio de fase 3 destinado
a encontrar un modulador inmunolégico de las citocinas
para sujetos con COVID-19 grave. El nombre del ensayo fue
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“Survival Trial Using Cytokines in COVID-19” (STRUCK).?”
La citocina IFN-y ante COVID-19 se propone como terapia
inmunoldgica, favoreciendo una propuesta que incluye
ensayos clinicos multicéntricos, ya que no aparece en el
Registro Nacional de Ensayos Clinicos (Cofepris). Los
tiempos de deteccion de la enfermedad al detectar IgG
contra SARS-CoV-2 mediante la técnica de ELISA se
implementan como un protocolo para desarrollar estudios
seroldgicos a la poblacién sana y a los que estan enfermos,
con el fin de que se recuperen lo mas pronto posible. La
terapia inmunolégica con IFN-y podria ser eficaz.®

Una respuesta antiviral 6ptima se acompafa de la
activacion de respuestas inmunitarias beneficiosas, al
mismo tiempo que limita las respuestas potencialmente
dafiinas. Se ha demostrado que la estimulacion con IFN
tipo Il mejora la expresién del MHC 1l y la presentacion de
antigenos.® De igual manera, en estudios realizados por
Wang et al., que midieron las relaciones causales entre las
IL, los IFNyla COVID-19, se llegd a la conclusion de que aun
no estaban claras. Realizaron un analisis de aleatorizacién
mendeliana entre la COVID-19 y 47 citocinas, incluidas
35 IL y 12 IFN. Como resultado, identificaron que un IFN
(IFN-W1) y cinco IL (IL-5, IL-6, IL-13, IL-16 e IL-37) reducen
significativamente el riesgo de COVID-19.28

Aunque aun quedan muchas preguntas, el analisis
temprano de la respuesta de IFN-y en un contacto o en
un sujeto recién infectado podria ayudar al médico a elegir
la molécula adecuada para el manejo y asi evitar formas
graves de infeccion y hospitalizacion. '4:29.30

Conclusiones

El analisis temprano de la respuesta de IFN-y en sujetos
recientemente infectados con SARS-CoV-2 ayudaria
al médico a elegir el tratamiento adecuado para evitar
las formas graves de infeccion. Una parte importante
para el control de la enfermedad, por su eficacia contra
infecciones virales y la seguridad con efectos secundarios
minimos, es mediante inmunoensayos. La aplicacién de
terapias basadas en IFN-y podria ser crucial para reducir
significativamente la carga viral y disminuir la gravedad
de la enfermedad. La implementacion de enfoques
terapéuticos apunta a contrarrestar el sistema inmunoldgico
y la tormenta de citocinas, con resultados positivos,
especialmente en las formas mas graves de COVID-19, con
el objetivo de generar la evidencia necesaria para la toma
de decisiones oportunas, certeras, eficaces e informadas,
ademas de desarrollar y validar una herramienta para
diagnostico o prondstico, sensible y especifica contra
COVID-19. Esta investigacion es inmediata y favorece los
acercamientos con metas disponibles y accesibles a corto
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plazo, dirigidos a contribuir a la contencion y mitigacion de
la pandemia, optimizando los recursos del pais al invertir
en un tratamiento de bajo costo y con grandes avances en
la recuperacion de diversas enfermedades inmunoldgicas.
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