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lnterleukin 4 and RANTES in human eosinophils: synth"is constitutive versus regulated 

Abstract 

Eosinophil leukocytes are non-dividing, marrow-derived, granule-containing cells, approximately 8 

µm in diameter with a bilobed nucleus. Although peripheral blood eosinophils are terminally 

differentiated cells and their ability to synthesize proteins may be limited, recent evidence suggest 

that eosinophils retain the ability to synthesize cytokines (at least 19), RANTES and IL-4 included. 

There is sorne evidenée of a constitutive expression of RANTES and IL-4 using eosinophils from 

healthy donors or from individuals with various disease conditions, namely eosinophils infiltrated 

into inflammatory tisslles or eosinophils from patients with eosinophilia. 

We hypothesized that de novo synthesis of such cytokines in eosinophils, is initiated in nascent cells 

during their development and differentiation, and that these newly synthesízed proteins are stored in 

association with immature granules which are the precursor structures for crystalloid granules. 

This hypothesis was tested by examining cytokine mRNA expression in differentiated eosinophil 

colonies, derived from purified cord blood CD34+ cells. Cytokine mRNA profiles were determined 

by RT-PCR analysis in cells from days O, 7, 14 and 28 of culture. lmmunoreactivity against MBP, 

ECP, IL-6 and RANTES was not detectable in freshly purified CD34+ cells. Maturing eosinophils 

(>95%) exhibited positive immunostaining for all these proteins between days 16-28 of culture. At 

e.arly stages of culture. discrete immunostaining was observed around the periphery but not in the 

center of granular stmctures. By day 28, cultured eosínophil-like cel\s showed evidence for the 

acquisition of crystalloid granule-like structure, analogous to those observed in mature peripheral 

blood eosínophils. 

Additionally, we studied the mobilization of intracellularly stored RANTES in response to 

lnterferon gamma (JFNy) using peripheral blood eosinophils from athopic/asmathic subjects. We 

used subcellular fractionation, immunogold analysis, two-color confocal laser scanning microscopy, 

and enzyme-linked immunosorbcnte assay, to trace the movement of eosinophil~erivod RANTES 



from intracellular reservoirs to its release. RANTES was rapidly mobiliz.ed (10 minutes) and 
•, 

released after 120 minutes of stimulation (80 ± 15 pg/ml per 2 x t 06 cells). RANTES appeared to be 

stored in at least two intracellular compartments: the matrix of crystalloid granule, detected by MBP 

and eosinophil peroxidase activities, and a specialízed small secretory vesicle present in light 

membrane fractions. Toe extragranular RANTES was mobiliz.ed more rapidly than that of 

crystalloid granules during tFNy stimulation. This effect was not qbserved in eosinophils treated 

wíth IFNa. IL-3, lL-5, GM-CSF or genistein followed by IFNy. 

We concluded that eosinophils express and stored cytokines simultaneously with cationic $f811Ule 
,. 

proteins during the process of maturatíon. Thus, the storage of cytokines during the development of 

eosinophils may be integral to the immunobiology ofthese cells. The results ofthis study suggest a 

constitutive e:xpression of RANTES and IL-4 with potential immunoregulatory runctions for 

maturating eosinophils. RANTES may be mobilized and released by piecemal degranulation upon 

stimulation, involving transport through a putative pool ofsmall secretory vesicles. 

Ciudad Universitaria march 7, 2000 

Tutor 



lntcrlcuquina 4 y RANTES en eosinófilos humanos! síntesis constitutiva venus 
.. 

inducible 

Resumen 

Los leucocitos eosinófilos son células terminales derivadas de la médula ósea con gránulos 

caracterlsticos, miden 8 µm de diámetro y poseen un núcleo bilobulado. A pesar de que los 

eosinótitos de sangre periférica están completamente diferenciados y por ende su habilidad 

para producir citocinas está limitada, se ha sugerido que estas células retienen cierta 

capacidad para sintetizar citocinas (19, por lo menos) que incluyen a RANTES e IL-4. Hay 

evidencia de una expresión constitutiva de RANTES e IL-4 en eosin6fllos de donadores ,. 
sanos o de individuos con diversas enfermedades (i.e. eosinófilos de infiltrados en tejidos 

inflamatorios o eosinófilos de pacientes con eosinofilia). 

Hipotetizarnos que la síntesis de novo de tales citocinas en los eosinófilo~ se inicia durante 

su desarrollo y diferenciación y que estas proteínas recién sintetizadas son almacenadas en 

los gránulos inmaduros, los que preceden a los gránulos cristaloides. 

Probamos nuestra hipótesis examinando la expresión de RNArn de diferentes citocinas en 

colonias de eosinófilos en diferenciación, derivadas de células CD34+ de sangre de cordón 

umbilical. Los perfiles de citocinas se determinaron por análisis de RT-PCR en células de 

O, 7, 14 y 28 dlas de cultivo. No se detectó inmunoreactividad contra MBP, ECP. IL-6 o 

RANfES en células CD34+ recién aisladas. Los eosinófilos en maduración (>95%) 

mostraron inmunotinción positiva para todas estas proteínas entre los días 16-28. En 

estadios tempranos de cultivo, se observó una discreta inmunotinción en la periferia pero no 

en el centro de los grinulos. ~l. dla 28, las células eosinofiloides adquirieron estructuras 

granulares cristaloides. similares a las observadas en eosinófilos maduros de sangre 

periférica. 

Adicionalmente, utilizando eosi~,os de sangre prcriférica de individuos 
~<·J.,~;, 

atópicos/asmáticos, estudiamos la rndvíOpción de RANTES almacenado intracclulannente 

en respuesta a Interferón gama (~J;r~~~~os fraccionamiento subcelular, análisis 

inmunoáureo, microscopía confocal de dos colores y ELISA para trazar el movimiento del 

RANTES eosinoftlico de los reservorios intracelulares al exterior. El RANTES 1).ze 

rápidamente movilizado (10 minutos) y liberado después de 120 minutos de estimulación 



(80 ± 1 S pg/ml por 2 x 106 células). El RANTES se observó almacenado en por lo menos 
' ' dos compartimientos intracelulares: la matriz del gránulo cristaloide (evidenciada por la 

actividad de MBP y de EPO) y en pequeñas vesículas secretorias especializadas (presentes 

en las membranas ligeras durante la estimulación con JFNy). Este efecto no se observó en 

eosinófilos tratados con IFNa, IL-3, IL-S, GM-CSF o genestina seguida por IFNy. 

Concluimos que los eosinófilos expresan y almacenan citocinas simultáneamente con las 

proteínas catiónicas durante el proceso de maduración. Así, el almacenamiento de citocinas 

durante el desarrollo ~e los eosinófilos puede ser parte integral de la inmunobiologia de 

estas células. Los resultados de estos estudios sugieren una expresión constitutiva de 

RANTES e IL-4 con funciones inmunoregulatorias para la maduración de los eosinótilos. 
' 

Después de la estimulación el RANTES puede ser movilizado y liberado por 

desgranulación gradual a través de vesículas secretorias pequeñas. 

Ciudad Universitaria 7 de marzo de 2000 

Tutor 

,// 
MenCJ 
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CAPITULOI 

Introducción 

Moñología y ultraestructura de los eosinófilos 

El ténnino eosinófilo fue acuñado en 1879 por Paul Erlich, quien observó que ciertas 

células contenían númerosos gránulos intracitoplásmicos con gran afinidad por colorantes 

ácidos como la eosina 1
. Después de más de cien años las propiedades tintoriales de los 

eosinófilos continuan siendo la piedra angular para su clasificación celular. 

Los eosinófilos son leucocitos del tipo granulocítico que son producidos principalmente en 

la médula ósea,. pasan en circulación sanguínea un tiempo indeterminado y finalmente 

migran hacia los tejidos '·'. Se ha calculado que hay 100 eosinófilos tisulares por cada 

eosinófilo en circulación I..J. El tamaño de los eosinófilos es muy parecido al de los 

neutrófilos (8µ de diámetro) pero a diferencia de estos últimos, los eosinófilos poseen un 

núcleo bilobulado y gránulos citoplásmicos distintivos. En individuos sanos el porcentaje 

de eosinófilos en la circulación sanguínea es de 0.5 - 1.5% de los leucocitos circulantes (25 

- 150/mm
3 

en número absoluto), mientras que en médula ósea representan el 3.0 - 3.5% de 

la población celular •.•. 
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En el citoplasma eosinofilico coexisten diferentes gránulos que podemos clasificar como: 

Gránulos específicos 

Son estructuras membranosas esféricas u ovoides que contienen un núcleo cristalino 

rodeado por una matriz menos electrodensa. Estos gránulos (aproximadamente 20 por 

célula) son los responsables de las propiedades tintoriales de los eosinófilos 6. Los gránulos 

específicos contienen hidrolasas, así como la mayoría de las proteínas catiónicas distintivas 

de los eosinófilos. en el núcleo cristaloide está contenida la proteína básica principal 

(MBP), en la matriz se encuentran la proteína catiónica eosinofilica (ECP), la neurotoxina 

derivada del eosinófilo (EDN) y la peroxidasa eosinofilica (EPO). 

Gránulos primarios 

Estas estructuras rodeadas por una membrana constituyen aproximadamente el 5% de los 

gránulos eosinofilicos. Su tamaño es variable, aunque por regla genera] son más grandes 

que los gránulos especificos, pero al contrario de estos carecen de un cuerpo nuclear 

granular. En eosinófilos recién aislados de sangre periférica los gránulos primarios son el 

reservorio de la proteína cristalina de Charcot-Leyden (CLC) 7
• 

Cuerpos lípidos 

Son inclusiones de 0.5 · 2 µm de diámetro. Dentro de ellas se encuentran contenidas las 

enzimas cicloxigenasa (prostaglandin endoperoxidasa sintetasa o PGH sintetasa) 8 y 5 

lipoxigenasa •. 
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Gránulos pequeños 

Se encuentran en eosinófiJos tisulares. Son conglomerados diminutos que contienen 

fosfatasa ácida y aril sulfatasa '°·11
• 
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Receptores en eo~inófilos 

Los eosinófi.los poseen un variado grupo de receptores capaces de reconocer 

inmunoglobulinas, citocinas, proteínas del complemento y mediadores lipidos. 

Receptores para inmunoglobulinas 

Los eosinófilos son capaces de expresar receptores para las inmunoglobulinas IgG, IgA, 

IgD e IgE. Las estructuras moleculares precisas de algunos de estos receptores no han sido 

completamente detenninadas, y con respecto al receptor de la lgE existe controversia de la 

naturaleza exacta de la interacción IgE-eosinófilo 12
. 

Receptores para IgG (FcyR) 

Los eosinófilos expresan FcyRII (CD32) de manera limitada y aparentemente no son 

capaces de expresar FcyRI (CD64) ". Su relativa carencia de FcyRIII (CDl6) ha sido 

explotada en los métodos de purificación de eosinófilos a partir de aislados granulocíticos 

dado que los neutrófilos expresan grandes cantidades de este receptor 13
. Los eosinófilos 

son capaces de unirse a las cuatro subclases de IgG 14
• Su estimulación a través de FcyRII 

induce la desgranulación y explosión respiratoria, aunque no tan violentamente como 

aquella inducida por la JgA 1
'. Dado que los estadios larvarios de los parasitos helnúntos se 

encuentran recubiertos con IgG es probable que los eosinófilos ejerzan algún mecanismo 

citotóxico en este tipo de infecciones 16
. 
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Receptor para lgA (FcaR) 

Diferentes estudios han demostrado que los eosinófilos poseen receptores funcionales de 

superficie para IgA 
15

•
17

•
18

. La IgA y en particular la IgA secretoria, es un potente 

estimulador de la desgranulación y liberación de EDN en estas células. Este fenómeno 

aumenta cuando los eosinófilos son preincubados en presencia del factor estimulante de 

colonias granulocíticas y monociticas (GM-CSF) e Interleuquina 3 (IL-3). El FcaR de los 

eosinófilos posee un mayor contenido de carbohidratos N-ligados a diferencia de los 

receptores Fea. que expresan los neutrófilos y macrófagos is. 

Receptor de lgE (FcsR) 

Los eosinófilos normodensos expresan el receptor de baja afinidad para IgE (FceR.11; 

CD23) 
19

•
13

; mientras que los eosinófi.Ios aislados de pacientes con síndrome 

hipereosinofilico (SH) muestran receptores de alta afinidad para IgE (FcsRI) 24 debido muy 

probablemente a su estado de activación. Por otro lado, se sabe que in vitro la estimulación 

a través de receptores FcsRII no conduce a niveles detectables de desgranulación 17. Sin 

embargo, hay evidencia que sugiere que la IgE puede actuar como cofactor en otras 

respuestas eosinofilicas 2'.26-. 
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Receptores del complemento 

Los eosinófilos expresan cantidades apreciables de CR3 (CDllb/CDIS/Mac--1) un 

miembro de la familia de la '3 2 integrinas. Estas moléculas de adhesión tienen al menos 

dos sitios de unión que reconocen a ligandos como C3bi. ICAM-1, fibrinógeno y 

polisacáridos. Los eosinófilos de sangre periférica expresan significativamente menor 

cantidad de moléculas CR3 que los neutrófilos 13
. Este receptor es importante en diferentes 

funciones eosinofilicas, tales como la adhesión a células endoteliales 27 y la eliminación de 

esquistosómulas, ambas mediadas por anticuerpos IgE e lgG ". La unión a partículas 

recubiertas con complemento a través de este receptor, es un potente estímulo para que los 

eosin6filos lleven a cabo el estallido respiratorio 28 y la desgranulación 29
. 

Por otro lado, los eosinófilos expresan bajos niveles del receptor CRl (CD35), una 

glicoproteína que se une al fragmento C3b del complemento 30
• 

Receptores para citocinas 

Los eosinófilos poseen receptores de alta afinidad para las citocinas IL-3, IL-5 y GM-CSF 

31
-
36

. Estos tres receptores estan formados por heterodimeros (una cadena alfa más una 

cadena beta) que comparten entre si cadenas beta similares pero que poseen ca.da uno de 

ellos diferentes cadenas alfa "J7
_ Así, tenemos que los sitios de baja afinidad se forman por 

la unión de una cadena alfa (60 - 80 kDa) con su citocina respectiva, mientras que los sitios 

de alta afinidad se originan por la combinación de cadenas beta (120 - 140 kDa) con 

cadenas alfa específicas 37
•
38

• Se ha observado una cierta competencia entre los receptores 
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de IL-3, IL-5 y GM-CSF que puede deberse al número limitado de cadenas beta, lo que a su 

vez regularian la magnitud de la activación eosinofilica 34
.3

5
. 

Los eosinófilos purificados de pacientes con SH han mostrado receptores de alta afinidad 

para IL-2 (CD25), lo que bien pudiera estar asociado al grado de activación de estas células 

J?. Se ha sugerido que este receptor después de unirse a su ligando (IL·2), podría estimular 

la quimiotaxis de los eosinófilos, la cual ha mostrado ser cuatro veces más potente que la 

inducida por factor activador de plaquetas (PAF) 39
• 

Estudios recientes describen la eXpresión en eosinófilos de un receptor para la quimocina 

eotaxina 40
'
41

, identifica.da como un potente y específico factor quimiotáctico para estas 

células 42
. 

Receptores misceláneos 

Los eosinófilos expresan receptores específicos para L TB., PAF ( con dos tipos de 

afinidades), C5a y C3a 43
•
44

• 

La presencia de receptores para formil metionil leucil fenilalanina (fMLP) en eosinó:filos no 

está suficientemente demostrada, pero existe evidencia que hace suponer la existencia de un 

sitio de baja afinidad para este péptido, el cual explicaría la respuesta eosinofilica 

observada cuando se utilizan altas concentraciones de fMLI"'. 

Los receptores para L TB4, PAF, C5a y fMLP pertenecen a la familia de receptores con 

siete dominios transmembranales asociadas a las llamadas proteínas G 46
. Los receptores 

eosinofilicos para C5a pueden activar la fosfolipasa D, estimular la quimiotaxis y la 

liberación de mediadores 47
. De manera similar los receptores para C3a a1 parecer inducen 

19 



' quimiotaxis, liberación de mediadores, liberación de especies reactivas de oxígeno e 

aumento en el transporte intracelular de Ca2
+ 

48
. 

Los eosinófilos también son capaces de expresar CD4 el cual se encontró elevado en 

pacientes con SH 49
•
50

• Una probable asociación entre la expresión de CD4 en la superficie 

de los eosinófilos y la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) está 

basada en la observación de que cuando son cultivados precursores eosinofilicos de médula 

ósea humana en presencia de IL-5, éstas células son suceptibles de ser infectadas con el 

. ll 
VIIUS . 

La presencia de HLA-DR ha sido reportada en eosinófilos cultivados con fibroblastos 3T3 

en presencia de GM-CSF 52
. Colateralmente con esto, los eosinófilos han mostrado actuar 

como células presentadoras de antígeno relativamente débiles 5• 

El CD69 ha sido detectado in vivo en eosinófilos pulmonares de pacientes con neumonía 

eosinofilica ". Se ha podido inducir la expresión de CD69 utilizando GM-CSF en 

eosinófitos de sangre periférica en periodos cortos de incubación (l hr)". Se ha sugerido 

que CD69 pudiera utilizarse como un marcador de activación en los eosinófilos de manera 

similar a como ocurre en los linfocitos T 55
. 

Los eosinófilos de sangre periférica y de poliposis nasal son capaces de expresar moléculas 

CD40. La unión de este receptor con su ligando induce la liberación de GM-CSF, 

sugiriendo que los eosinófilos pudieran participar en la unión con células que expresan este 

ligando". 
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La molécula Fas (CD95) ha sido identificada en eosinófilos humanos de sangre periférica. 

El tratamiento con anticuerpos anti-Fas disminuye la sobrevida inducida por IL-5 y activa 

la apoptosis en estas células ". 

Otros receptores en eosinófilos con funciones no bien definidas son CD3 l 58 y CD9 59
. 

Activación de los eosinóratos 

Existen diferencias morfológicas y funcionales entre los eosinófilos de sangre periférica 

provenientes de individuos sanos y aquellos estimulados con citocinas 64
, o los provenientes 

de sujetos con eosinofilia 60
, asma 61

0 SH 61
•
63

. 

En condiciones normales los eosinófilos circulan en un estado de reposo con capacidad 

limitada de respuesta a mediadores inflamatorios. La exposición in vitro o in vivo a dichos 

mediadores da como resultado la preactivación de estas células junto con un aumento en 

sus funciones efectoras. Por ejemplo, una prolongada estimulación con mediadores 

inflamatorios o una perturbación en ciertos receptores eosinofilicos de membrana, da como 

resultado la desgranulación de proteínas ahnacenadas, lo que le confiere a los eosinófilos 

funciones citotóxicas. Así, el término activación se refiere primordialmente a la transición 

de los eosinófilos de un estado de reposo a un estado presto a secretar 6'. 
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Cambios moñol6gicos de los eosinófilos activados 

La densidad de los eosinófilos es la base de los métodos de purificación que emplean 

gradientes de Percoll o Metrizamida. Estos procedimientos penniten separar eosinófilos en 

las bandas más bajas que corresponden a células más densas 66
• 

Una de las características mejor estudiada de los eosinófilos activados es su cambio de 

densidad. En individuos con eosinofilia se ha observado que sus eosinófilos son de menor 

densidad si los comparamos con aquellos provenientes de sujetos sin esta afección 60
. Los 

eosinófilos hipodensos se muestran como células vacuoladas, con gránulos dismirwidos en 

tamallo pero no en número (comparados con eosinófilos normales) 64
• La presencia de 

eosinófilos hipodensos parece ser un fenómeno inespecífico que ocurre en aialquier 

condición eosinofllica incluyendo enfermedades alérgicas 61
• 

Otros marcadores de activación incluyen el aumento en el número y tamaño de los cuerpos 

lipidos y en el número de gránulos primarios, gránulos pequeilos y estructuras 

vesfculotubulares 12
, la presencia de retículo endoplásmico liso y estructuras CLC 

citoplásmicas 7. 

En los eosinófilos tisulares, hay una marcada reducción en el número de gránulos 

específicos, los cuales se observan translúcidos como si hubiesen vaciado sus contenidos ll. 

Por otra parte los eosinófilos hipodensos poseen mayor volumen celular que los eosinófilos 

nonnodensos 64
. 
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Cambios funcionales de los eosinófilos activados 

Cuando los eosinófilos excitados son extravasados hacia los tejidos, en el proceso se 

activan en términos de desgranulación y expresión de marcadores de superficie 12_ 

Se cree que los eosinófilos hipodensos son más activos ya que requieren de un mayor 

consumo de oxígeno 67
, poseen mayor citotox.icidad hacia los helmintos 68 y liberan más 

LTC, después de su estimulación fisiológica 69
. 

La presencia de la forma secretoria de ECP en eosinófilos, ha sido utilizada en estudios 

inmunohistoquimicos de desgranulación. Asi, el uso de EG2 un anticuerpo monoclonal que 

solo reconoce la forma secretoria de ECP, intenta diferenciar entre eosinófilos activados y 

no activados 70
• 

Marcadores de supeñitie 

La expresión o sobre expresión de ciertas proteínas de membrana externa se ha reportado 

en eosinófilos provenientes de individuos con diferentes condiciones patológicas. Así 

tenemos por ejemplo, que en eosinófilos aislados de lavado broncoalveolar de pacientes 

con eosinofilia pulmonar tropical, muestran un fenotipo activado y aumento en la expresión 

de HLA-DR y/o CD11b/CDl8 71
•
72

. Otro estudio ha reportado un aumento de CD54 

(ICAM-1), CD58 (LFA-3), HLA-DR y CDIIb/CDIIc/CDIS, en eosinófilos de lavado 

broncoalveolar de pacientes sometidos a reto alérgico segmental 73
. No deja de ser 
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interesante la observación de que durante el proceso de aislamiento y purificación de 

eosinófilos de sangre periférica. estas células pueden ser activadas como lo indica el 

aumento en la expresión de los marcadores de superficie membrana! CD35, CD66 y CDS! 

74 

Los eosinófilos de individuos parasitados presumiblemente liberan de su superlicie una 

forma secretoria del marcador CD23 (sCD23) como respuesta a la activación inducida por 

panlsitos 75
, además de mostrar un aumento de CD69, CD66 y CDS! 74

• 

Los eosin6filos también pueden ser activados in vitro con citocinas. por ejemplo, cuando se 

ulilizan IL-3 y GM-CSF se observa un aumento en CD4 y CD25 (IL-2R) 76
, el empleo de 

IL-3, IL-5 o GM-CSF induce la expresión de los marcadores CD69, CD81 y CD23 74
, 

mientras que la IL-13 aumenta la expresión de CD69 77_ En un estudio reciente donde se 

utilizaron 473 diferentes anticuerpos monoclonales se pudo observar que CD69 aparecía de 

novo después que los eosinófilos eran activados in vivo o in vitro. mientras que CD44 

aumentaba significativamente su expresión basal en dichas células. Por otro lado, 

únicamente CD44 estuvo presente en eosinófilos hipodensos provenientes de individuos 

alérgicos 78
• 
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Los eosinófilos c.omo ieneradores de mediadores quimicos 

Citocinas 

Las citocinas son proteínas que juegan un papel importante en la respuesta inmune, dada su 

capacidad para comunicar entre sí células efectoras por medio de señales químicas. Estas 

sustancias han sido ampliamente estudiadas en linfocitos y células mononucleares79
-81 . 

Se ha dado por hecho que los eosinófilos tienen una baja capacidad para producir proteínas 

de novo, dado su carácter de células terminales. Sin embargo, un creciente número de 

laboratorios en todo el mundo han puesto de manifiesto una capacidad insospechada en 

estas células para sintetizar, almacenar y liberar: interleuquinas, factores de crecimiento y 

. . "' qu1mocmas . 

Interleuquinu 

ll,-l 

Es una citocina con propiedades inflamatorias que está involucrada en la presentación del 

antígeno a linfocitos T. Es producida principalmente en monocitos y macrófagos 83• Hay 

evidencia de que los eosinófilos murinos estimulados con LPS han sido capaces de 

sintetizar y liberar IL-ln 84
• En lwmanos, los eosinófilos de un paciente con 

hipereosinofilia pudieron transcribir, traducir y liberar al medio esta interleuquina, antes y 

después de la estimulación con ésteres de forbol '. 
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IL-2 

La IL-2 es un factor esencial para el crecimiento de linfocitos T y actúa indirectamente 

como un factor quimiotáctico en eosinófilos humanos ". En estas últimas células se ha 

descrito una subpoblación capaz de expresar el receptor para IL-2 (CD25) 39
• Los 

eosinófilos de sangre periférica son capaces de transcribir RNAm especifico de IL-2 86
, 

mientras que la fonna proteica de la misma se encontró asociada a los gránulos 

eosinófilicos en el 10% de dichas células 87
• La liberación de pequeñas cantidades de IL-2 

se produce después de que eosinófilos de individuos atópicos asmáticos son estimulados 

con suero homólogo 87
. 

IL-3 

Este factor pluripotencial de crecimiento celular fue detectado en eosinófilos tratados con 

ionomicina 88
, FK-506 o rapamicina, aunque en el caso de estos dos últimos la inducción de 

IL-3 va acompañada de GM-CSF 89
. 

IL-4 

La IL-4 fue descrita en !982 como un factor que favorecía la proliferación de linfocitos B 

activados con anti-IgM 90 y que selectivamente aumentaba la producción de IgG! en 

linfocitos B activados con mitógeno 91
. En 1986 la IL-4 murina fue aislada utilizando 

expansión clona! 92 lo que permitió la identificación y caracaterización de la IL-4 humana 

., 
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Actividades de la IL-4 

Desde que fue descrita por primera vez se ha identificado a la IL-4 como un coestimulador 

y regulador en el desarroUo de los linfocitos B "·91_ La Il.-4 ejerce diversos efectos en 

linfocitos B en reposo como son el aumento en la viabilidad y tamaño celular, junto con un 

incremento en la expresión celular de antígenos del complejo principal de 

lústocompatibilidad (MHC) clase ll, receptores Fe&, receptores para Il.-4, antígeno CD40 y 

la cadena p75 del receptor de IL-2 '04
·"'. En términos del desarrollo de anticuerpos, la IL-4 

está involucrada en la secreción de inmunoglobulinas por parte de los linfocitos B 106 

teniendo un papel crítico en el cambio de clase de inmunoglobulinas 107• Específicamente, 

la IL-4 causa que los linfocitos B activados secreten grandes cantidades de IgG 1 murina. 

lgG4 human e IgE murina y humana. El mecanismo implicado en el cambio de isotipo 

implica la acción de la IL-4 sobre una población de linfocitos B, en lugar de una expansión 

selectiva de una población de linfocitos B previamente sensibilizados hacia un isotipo 

determinado '
07

•
108

• Además de sus efectos sobre linfocitos B, la IL-4 regula muchas fases 

del desarrollo de los linfocitos T. La IL-4 es un coestimulador del crecimiento para 

linfocitos T cooperadores y citoliticos de corto tiempo 109,II0; aumenta la proliferación de 

ti.mocitos doble negativos fetales y murinos que han sido activados con forbol miristato 

acetato (PMA) 
111

• La IL-4 induce la diferenciación de una subpoblación de linfocitos T 

cooperadores (designados como Th2) la cual juega un papel preponderante en la regulación 

de muchos componentes de la inmunidad humoral 112
. Concomitantemente, la IL-4 

antagoniza la diferenciación y funciones efectoras de la supoblac(ón de linfocitos T 

cooperadores (designados como Thl) los cuales regulan la inmunidad celular 112. En cuanto 
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a las células CDS+, la IL-4 es un potenciador de la diferenciación citolítica de los linfocitos 

T, siendo más específica que la IL-2 en inducir reactividad de linfocitos T citoliticos 

antígeno-específicos en algunos sistemas in vitro 113
. Además de su acción sobre linfocitos, 

la IL-4 ejerce efectos complejos y conflictivos en diferentes funciones de 

monocitos/macrófagos 114
. La IL-4 aumenta la habilidad de presentar antígeno por parte de 

los macrófagos provenientes de la médula ósea, asi como la expresión de antígenos MHC 

de clase II y la actividad tumoricida de macrófagos peritoneales. La IL-4 también estimula 

la fusión de los macrófagos de médula ósea y alveolares para formar células gigantes 

multinucleadas. En contraste, la IL-4 inlube la formación de colonias de macrófagos 

humanos, producción de peroxido de hidrógeno {H,O,) en monocitos y la liberación de los 

mediadores de la inflamación factor de necrosis tumoral (TNF), IL-1, IL-8 y 

prostaglandinas E2 (PGE2) por parte de los monocitos activados. 

La IL-4 posee un conjunto de actividades sobre otras células como la de promover el 

crecimiento de las células cebadas y actuar sinergísticamente con los factores estimulantes 

de colonias que promueven el crecimiento de varios tipos celulares hematopoyéticos 1 
". En 

particular la IL4 aumenta el crecimiento de progenitores mieloides y eritroides cuando se 

combina con el factor estimulante de colonias granulociticas (G-CSF), IL-6 o 

eritropoyetina. 
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IL-5 

Esta citocina es la repensa.ble de regular la diferenciación de progenitores celulares CD34+ 

hacia eosinófilos maduros116
. Se ha podido demostrar la presencia de RNAm específico de 

IL-5 en eosinófilos de mucosas de pacientes con enfermedad celiaco activa 117
, en 

eosinófilos de sangre periférica de pacientes con SH 111
, y en eosinófilos de lavados 

broncoalveolares obtenidos de sujetos asmáticos 119
• La expresión de RNAm específico 

junto con la forma proteica de ll.,-S ha sido reportada en eosinófilos de pacientes con SH 118 

y en eosinófilos de pacientes con enfermedad cardíaca eosinofilica 120
• 

IL-6 

La IL-6 juega un papel importante regulando la respuesta inmune debido a su efecto en las 

funciones de linfocitos T y B además de ser un importante mediador inflamatorio 121
• El 

RNAm de esta interleuquina se ha encontrado en eosinófilos normodensos de donadores 

sanos así como en eosinófilos de pacientes hipereosinofilicos 122
•
123

. El porcentaje de 

células positivas para esta citocina se eleva después de la estimulación con IFNy pero su 

liberación al medio es independiente de la presencia del estimulo. Al igual que otras 

citocinas la IL-6 es almacenada en los gránulos cristaloides 123
• 
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IL-8 

La IL-8 es un poderoso factor quimiotáctico para neutrófilos, producida principalmente por 

macrófagos124. La inducción de la transcripción, traducción y liberación de IL-8 se ha 

conseguido en eosinófilos de sujetos atopicos/asmáticos después de que estas células fueron 

estimuladas con diferentes citocinas125. El patrón de tinción para IL-8 es granular 

sugiriendo que esta citocina es almacenada intracelularmente126• La estimulación de los 

eosinófilos con los quimioatractantes CSa y tMLP, pero no con PAF o quimocinas CC 

induce la liberación de IL-8 al medio126. 

IL-10 

Esta quimocina es expresada constitutivamente en eosinófilos reden aislados de donadores 

sanos127• Se ha observado que la IL-5 aumenta la capacidad de los eosinófilos para 

almacenar IL-10. Sin embargo, no existe evidencia de que los eosinófilos estimulados 

liberen IL- JO al medio127• 

IL-16 

Esta quimocina que se une al CD4 y que fue conocida anterionnente como factor 

quimioatractante para linfocitos se encontró en eosinófilos de sangre periférica después que 

estas células fueron estimuladas in vitro con GM-CSF. Su immunoreactividad se ha 

comprobado en ensayos biológicos 128• 
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Factores de crecimiento 

Factor de crecimiento traosformaote alfa (TGFa) 

El TGF<l ha sido detectado en eosinofilos de sangre periférica 129
, en eosinófilos de polipos 

nasales 130
, y en eosinófilos tisulares del carcinoma esquisomatoso oral 131

. La forma 

proteica de este factor se encontró almacenada dentro de los gránulos cristaloides 

eosinofilicos 132
. 

Factor de crecimiento traosíormaote ll (TGFl3) 

Se ha observado que los eosinófilos de polipos nasales tienen capacidad para transcribir y 

sintetizar TGFl3 133
. El TGFl3l ha sido localizado en eosinófilos de pacientes con 

enfermedad de Hodgkin 134
• 

Factor de crecimiento parecido al EGF que se une a la heparina (HB-EGF-LGF) 

Este factor es un potente mitógeno de las células musculares lisas que contribuye a la 

hipenensión pulmonar en diferentes condiciones clínicas. En un modelo animal de 

hipenensión en ratas se ha detectado producción de RNAm de HB-EGF-LGF en los 

cúmulos de eosinófilos localizados en las paredes alveolares. Por otro lado, los eosinófilos 

de sangre periférica no han mostrado RNAm especifico, quedando abiena la posibilidad de 

una posible activación transcripcional para este factor en los sitios de reclutamiento de 

eosinófilos 135
. 
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Factor de crecimiento derivado de plaquetas cadena B (PDGF-B) 

El PDGF-B estimula la proliferación de numerosos tipos celulares, incluyendo fibroblastos, 

células endoteliales y células del músculo liso. Utilizando hibridación in situ se ha podido 

detectar la expresión de RNAm especifico de PDGF-B en eosinófilos tisulares de polipos 

nasales provenientes de individuos asmáticos 136
. También se ha detectado RNAm que 

codifica PDGF-B en eosinófilos de biopsias bronquiales de pacientes asmáticos severos. 

Sin embargo, la presencia de la proteína PDGF-B en eosinófilos tisulares no ha podido ser 

confirmada por inmunocitoquímica. Por otro lado los eosinófilos de sangre periférica han 

mostrado ser capaces de hibridar con la sonda específica de PDGF-B y poseer 

inrnunoreactividad para PDGF·B después de que son estimulados con el ionóforo de calcio 

A23187 136
• 

GM-CSF 

La hibridación in situ de eosinófilos de sujetos sanos ha mostrado que estas células son 

capaces de transcribir y traducir GM-CSF después de haber sido estimuladas con IFNy o 

con ionóforo de calcio A23 l 87 137
• Otro estudio mostró que el GM-CSF era liberado 

después de que los eosinófilos eran estimulados con Ionomicina y evidenció un efecto 

autocrino del GM-CSF derivado de los eosinófilos el cual prolongó la supervivencia de 

estas células 88
• 

El RNAm de GM-CSF ha sido detectado in vivo en eosinófilos asociados a poliposis nasal 

138
• El empleo de la técnica del ensayo enzimático ligado a inrnunoabsorbente (ELISA) 

permitió detectar la forma proteica de GM-CSF en los sobrenadantes de cultivos de tejido 
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de polipo nasal de 24 horas. La presencia de RNAm de GM-CSF ha sido también 

confirmada en eosinófilos humanos de lavado broncoalveolar obtenidos de sujetos 

asmáticos después de reto alérgico endobronquial 119
. 

Inteñeron gamma (IFNy) 

El IFNy es una importante citocina regulatoria la cual se cree está involucrada en la 

reacción inmune contra los tumores, virus y parasitos protozoarios. Es una citocina Th l con 

un amplio espectro de actividades biológicas sobre muchos tipos de células inmunes e 

inflamatorias incluyendo a los eosinófilos. El IFNy ha mostrado inducir un aumento en la 

expresión de RNAm para las citocinas eosinofilicas GM-CSF 137 e IL-6 123. 

Nakajima et al 127 fallaron en su intento por mostrar RNAm de IFNy en eosinófilos 

obtenidos de donadores sanos en presencia o ausencia de estímulo. Sin embargo, el empleo 

de la técnica de transcriptasa reversa - reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) in 

situ, sugiere una subpoblación de eosin6filos inmunes capaces de expresar RNAm 

específico de IFNy 139
• Esta observación ha conducido a la interesante proposición de que 

los eosinófilos pudieran dividirse en dos grandes grupos dependiendo del perfil de citocinas 

que producen, de forma similar a la reconocida dicotonúa Th 1-Th2 existente en linfocitos T 

,,. 
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Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) 

Esta importante quimocina antitumoral producida por células mononucleares también tiene 

propiedades quimiotácticas. en los eosinófilos 140• 

La presencia de RNAm específico de TNFa ha sido reportada en eosinófilos de sangre 

periférica de sujetos normales y de pacientes con hipereosinofilia así como en eosinófilos 

infiltrantes en la enterocolitis necrosante 141 •143 siendo notorio el almacenamiento de la 

forma proteica en los dos primeros casos. 
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Quimocinas 

El término "quimocinas" se empleó por primera vez en 1992 141
•
142

•
144

, para agrupar a las 

citocinas quimiotácticas de 8 a I O kDa con cuatro cisteinas conservadas en su secuencia de 

aminoácidos. Las quimocinas poseen polipéptidos básicos que le confieren gran afinidad 

por la heparina. Su actividad biológica se da a concentraciones de I a 100 ng/ml y son 

producidas por una amplia variedad de células inmunes y no inmunes en respuesta a 

diferentes agresiones como heridas, alergenos, antígenos o microorganismos invasores 

79,141,142,145,146 

La clasificación inicial de estas moléculas se basa en la disposición de sus cuatro cisteinas 

conservadas en la cadena polipeptídica, así como en la localización cromosómica de sus 

genes. Sus cisteínas fonnan entre sí uniones disulfuro caracteósticas (cysl-cys3 y cys2-

cys4) 79,147-149_ 

Las secuencias de quimocinas, en su mayoría, han sido obtenidas a partir de cDNA que 

codifica proteínas de 92 a 125 aminoácidos de longitud las cuales son secretadas después 

del rompimiento de una secuencia líder de 20 a 25 aminoácidos. En su cadena polipeptidica 

presentan una región amino terminal corta (que precede a la primera cisteína) y una 

secuencia carboxilo terminal larga 148
. 
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Las alfa quimocinas 

Son aquellas quimocinas cuyas dos primeras cisteínas de la región amino terminal están 

separadas por un aminoácido (CXC). En el humano sus genes están codificadas en el 

cromosoma 4(ql2-2l), la mayoría de ellas tiene acción quimiotáctica sobre neutrófilos pero 

nulo efecto sobre monocitos 79
•
147

. 

Esta subfamilia incluye quimocinas CXC que posen el motivo ERL en la porción amino 

tenninal (ERLCXC: ácido glutámico-leucina-arginina-cisteína-X-cisteína) 79
•
148

•
1~º 

Sus miembros son: 

GCP-2 

SDF-1 

PBP que es precursor de: 

TGjl 

CTAP-Ill 

NAP-2 

ENA-78 

MSGNGRO 

GRO a 

GROP 

GRO y 

IL-8 
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Y las quimocinas CXC que no posen el motivo ERL 148
•
150

_ A saber: 

JP-10 

MIG 

PF-4 

CKal 

CKa2 

Las betas quimocinas 

Se refiere a las quirnocinas que tienen en su región amino tenninal dos cisteínas adyacentes 

(CC). En los humanos sus genes se encuentran agrupados en el cromosoma l?(qll-32). 

Tienen acción quinúotáctica sobre monocitos, linfocitos T, células NK y algunos 

granulocitos pero no neutrófi.los 19
•
147

•
150

•
1
!
11

• Ejemplos: 

MCP-1,2,3,4 

MIP-1 a/~ 

RANTES 

1-309 

C-10 

Eotaxina 

FIC 

CK~ 6,7,8,9,11,12, 13,14 

HCC-1 

TARC 

38 



La investigación en quimocinas es un campo muy activo y fértil donde constantemente 

nuevos miembros son clasificados y adicionados a las listas arriba enumeradas. Tomando 

como criterio la disposición de las cisteínas conservadas podríamos enumerar a las 

siguientes familias de quimocinas. 

Las gamma quimocinas o quimocinas C 

Se refiere a aquellas quimocinas que carecen de dos de las cisteinas características ( cys-1 y 

cys-2). Hasta ahora, la linfotactina que es quimiotáctica para linfocitos pero no para 

macrófagos y cuyo gene se encuentra localizado en el cromosoma 1 en humanos y ratones, 

es el único representante de esta subfamilia 152
•
153 

Las CX3C quimocinas 

Estas quimocinas se encuentran unidas a la membrana celular y se caracterizan por poseer 

tres aminoácidos entre las dos primeras cisteínas (motivo CX3C) "
4 La 

Fraktalkine/Neurotactin es un ejemplo de este tipo. 
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Las quimiotactinas 6Ccinas (6Ckine) 

La tecnología moderna ha pennitido identificar en bases de datos genómicos una secuencia 

que no corresponde a ninguna quimocina descrita. El producto clonado corresponde a la 

llamada 6Ckine la cual posee un patrón único de 6 cisteínas conservadas; las cuatro 

cisteínas características de las CC quimocinas más un par adicional en la región carboxilo 

terminal (la cual presenta una longitud más larga que el promedio). La expresión de 6Ckine 

se ha observado en humanos y ratónes, donde presenta propiedades quimiotácticas para 

timocitos y linfocitos T activados 155
. 

Receptores de las quimocinas 

Las quimocinas son reconocidas por receptores con siete dominios transmembranalcs 

(TIM) "·"'acoplados a proteínas G 81
. La concentración de quimocina necesaria para el 

reconocimiento con su receptor y posterior activación celular es del orden de nanomoles. 

La especificidad de las quimocinas en ciertos grupos celulares se puede explicar por la 

presencia o ausencia de receptores específicos en determinadas células 150
. Sin embargo. la 

mayoría de los receptores reconocen a más de una quimocina y varias quimocinas se unen a 

más de un receptor, lo que le confiere una gran versatilidad al sistema de quimocinas 150
• Se 

ha propuesto una clasificación de los receptores conocidos agrupándolos en cuatro clases 

diferentes: 
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.... 
), 

Compartidos. Son aquellos que se unen a más de una quimocina dentro de las famHias CC 

oCXC. 

Específicos. Son los que se unen a una quimocina en particular 

Promiscuos. Se unen a quimocinas de los grupos CXC o CC y se encuentran en la 

superficie de los eritrocitos. 

Viralmente codificados. Estos receptores son codificados dentro de genomas virales 

La siguiente tabla muestra, de acuerdo a la nueva nomenclatura, una de las clasificaciones 

más recientes de receptores de quimocinas. 

Receptor Quirnocina 

CXCRI Il.-8, GCP-2 

CXCR2 Il.-8, GROa/ll, NAP-2, ENA-78, GCP-2 

CXCRJ IPIO, Mig 

CXCR4 SDR-1 

CXCRS BCA-1/BLC 

CCRl RANTES, MIP-la, MMCP-2, MCP-3 

CCR2 MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4 

CCRJ Eotaxina, eotaxina-2, RANTES, MCP-2, MCP-3, MCP-4 

CCR4 TARC, RANTES, MIP-Ia, MCP-l 

CCRS RANTES, MIP-la, MIP-113 

CCR6 LARC/MIP-la/exodus 

CCR7 ELC/MIP-3¡3 

CCR8 1-309 

CX3CRI Fraktalkine/Neurotactin 

41 



Propiedades biológicas de las quimocinu 

Las citocinas quimiotácticas como ya se ha mencionado deben su nombre a la que es sin 

duda su característica mejor conocida: la atracción in vitro de diferentes estirpes celulares y 

a la inducción de infiltrados inOamatorios en sitios próximos a la inoculación cuando son 

inyectadas intramusculannente en animales 146
• Sin embargo, es necesario mencionar otras 

actividades biológicas de las quimocinas tales como: la activación de la desgranulación y el 

estallido respiratorio en leucocitos, la modulación de la adhesividad de dichas células al 

endotelio, la vasocoostricción, el aumento de la permeabilidad vascular, la modulación de 

la proliferación celular y la angiogenesis '"-"'. 

Las quimocinas ejercen su acción en un espacio muy reducido, por lo que las llamadas 

quimocinas fuertes tienen acción a mayor distancia que las quimocinas débiles, aún así su 

efecto está delimitado, pues se ha comprobado que su administración sistémica o sobre

expresión generalizada en ratones transgénicos no siempre conduce a los efectos 

fenotípicos esperados. Las quimocinas juegan un papel fundamental en la migración de los 

leucocitos de la circulación periférica a los espacios intersticiales, la cual representa la 

piedra fundamental del proceso inflamatorio y en donde la interacción entre las moléculas 

expresadas en las superficies membranales de los leucocitos y aquellas de las células 

endoteliales o de la matriz extracelular, determinan la eficiencia del proceso Uó,l!i6.U7_ 
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RANTES 

Definición y cancteristicu 

RANfES es una citocina quimiotáctica cuyo gene es expresado en diferentes tipos 

celulares inmediatamente después de la estimulación pero es regulada tardíamente (3 a 5 

días) en linfocitos T normales después de ser activados '". RANfES fue descrito por 

primera vez en una biblioteca de cDNA enriquecida en secuencias especificas de linfocitos 

T. El producto del gene de RANTES es de 10 kDa incluido el péptido señal y de 8 kDa 

después de la perdida de éste. Posee cuatro cisteinas a lo largo de sus 68 aminoácidos y no 

posee sitios para N-glicosilación 159
. 

Producci6n 

La producción de RANTES se ha detectado en diferentes tejidos y en un gran número de 

células inmunes y no inmunes, entre las que podemos citar linfocitos T "', células 

epiteliales " 0•161 , plaquetas 162, fibroblastos 163
, macrofagos y células endoteliales 

164
•
16
', una 

linea de células cebadas 106, células del epitelio nasal 167
, células mesoteliales 

168
, células 

comealea "', monocitos "º, biopsias bronquiales 171
, células del endotelio umbilical, 

células del epitelio nasal, células endoteliales de la mucosa microvascular 171
, astrocitomas 

y astrocitos primarios 173
, células meaosteliales peritonealea 174

, mucosa sínosal m 

fibroblastos sinoviales 176
, eosin6fdos ,21.m y queratinocitos 178

. 
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RANTES es un potente factor quimiotáctico para eosinófilos, basófilos, 

monocitos/macrofagos, linfocitos T de memoria CD4+/CD45Ro+ y células cebadas. 

Actividades bio16gicu de RANTES 

La mayoria de los tejidos adultos contienen células positivas para RANTES. Sin embargo, 

la expresión de esta quimocina aumenta dramáticamente en los sitios inflamatorios 179
. 

Debido a que RANTES es un factor quimiotáctico para eosinófilos se le ha asociado con el 

reclutamiento de estas células en las vías aéreas de individuos asmáticos sometidos a reto 

alergénico 180
• en el asma alérgico, en la inflamación cutánea 181

, en el rechazo en 

trasplantes de pulmón 112 y en enfermedades de la piel y mucosa oral 183
. 

Además de la función quimiotáctica, RANTES muestra otras actividades biológicas como: 

RANTES y MIP-la aumentan la producción de IgE e IgG4 debido a la estimulación de 

slgE+ y slgG4 en linfocitos B 184
, abre canales de Ca'º y activa canales de K" en la linea de 

eosinófilos Eo-1 a través de la activación de proteínas G 185 e intensifica la adhesión de los 

eosinófilos a epitelios sin aumentar la expresión de J32 integrina 186
. No se descarta su 

participación en la supresión de la replicación del JDV 187
º
189

. 

RANTES junto con MCP-1 y MIP-lcx liberan histamina de basófilos humanos, asi como de 

células cebadas de ratas y ratones. Las citocinas MIP-la, MIP-IP, RANTES y MCP-1 son 

capaces de coestimular la proliferación de linfocitos T purificados y clonas de estos. In 

vitro inducen la producción de IL-2 en presencia de anticuerpo monoclonal anti-CD3 190
. 
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Por otro lado son capaces de generar células citolíticas CHAK (CC chemokine activated 

killer). 

RANTES al igual que otras citocinas CC e IL-2 pueden inducir la proliferación y activación 

de células NK 191
•
192

• Ya en alguna parte señalabamos que IL-5, IL-3, GM-CSF, TNFa y 

RANTES inducen desgranulación en eosinótilos 193
• 

Regulación de RANTES 

Como ya se ha mencionado, son diversas las células capaces de producir RANTES, sin 

embargo la expresión de esta citocina se ve incrementada en aquellos sitios donde se 

desarrolla activamente un proceso inflamatorio 179 
. 

Poco se sabe acerca de los mecanismos celulares reguladores de la producción de 

RANTES, sin embargo se sabe de la existencia de un par de factores que influyen en su 

síntesis: factor viral y factor sinergístico de las citocinas IFNy, TNFa e IL-1 119
. 
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CULTIVOSDEEOSINOFILOS 

En los irñcios de los estudios de diferenciación celular se estableció que la sangre periférica 

humana posee celulas precursoras capaces de generar in vitro, granulocitos y colonias de 

monocitos cuando estas son incubadas en medios semi sólidos 194
•
19

'. Más aún el metodo de 

adtivo que utiliza linfocitos purificados con subsecuente elinúnación de monocitos sugiere 

que la célula formadora de colonia es no adherente, no fagocítica y moñológicamente 

indistinguible de un linfocito 196
.1

97
_ 

Cuando las células humanas de progenitores hematopoyéticos son cultivadas en agar, son 

capaces de fonnar diferentes tipos de colonias 194
•
19

'·
198

•
202

• 

Existen factores en los medios liquido o semi sólido que favorecen el desarrollo de colonias 

de eosinófilos y de monocitos 198
. Así, el empleo de un medio condicionado con sustancias 

liberadas por células pancreáticas en cultivo más suero fetal bovino (FCS) favoreció la 

expresión de colonias eosinofilicas y de monocitos 203
. 

Considerando la fuente de precursores eosinofilicos podriarnos dividir los métodos de 

cultivo de eosinófilos de la siguiente manera: 
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Cultivos de méduls ósea 

La capacidad de la médula ósea para generar continuamente células pluripotenciales, la 

coloca como fuente confiable de precursores eosinofilicos siendo la fracción de células 

mononucleares la que alberga la mayor cantidad de células indiferenciadas 204-%08. 

En los intentos por cultivar eosinófilos a partir de células monooucleares de médula ósea se 

ha observado que la sola presencia de IL-5 en medios líquidos y semisólidos induce la 

generación de células eosinofilicas inmaduras a las dos semana~ concomitante a monocitos 

y neutrófilos indiferenciados 209
. 

En medios líquidos la sola presencia de IL-5 induce una diferenciación y proliferación 

selectiva de eosinófilos del 72% del total de células a las tres semanas"º o del 71% a las 

cuatro semanas de cultivo ,n Debido a que las células restantes están constituidas por 

monocitos, basófilos y neutrófilos se puede argumentar que si bien la IL-5 induce 

diferenciación y proliferación selectiva de eosinófilos, esta no es exclusiva de esa estitpe 

celular"º-'". Por otro lado la capacidad eosinopoyética de la IL-5 es menor que la de IL-3 

o GM-CSF como fue demostrado cuando al agregar diferentes combinaciones de IL-3 con 

IL-5 y/o GM-CSF en medio semisólido no se incrementó el número de colonias 

eosinofilicas más allá de lo observado bajo la acción de IL-3 y/o GM-CSF ,n 
No obstante que la IL-3 y el GM-CSF inducen diferenciación de eosinófilos, la IL-5 

muestra una mayor selectividad eosinopoyética 111.2 13
. Mas aún, en cultivos secuenciales 

una preincubación en presencia de IL-3 parece potenciar la capacidad de respuesta de los 

progenitores eosinopoyéticos hacia IL-5 "', o dicho con otras palabras, la IL-3 parece 
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actuar sobre progenitores eosinofilicos más tempranos que aquellos en los que actua la IL-5 

lll.213 

Cultivos de sangn de cordón umbilical 

Aunque no tan rica en células precursoras, la sangre de cordón umbilical posee suficientes 

progenitores en la fracción de células mononucleares que bajo la acción de IL-5 se 

diferencian a eosinófilos, basófilos, neutrófilos y macrófagos '". La IL-3 también 

influencia la diferenciación hacia eosinófilos pero en menor medida que la IL-5 y es más 

notorio su efecto sobre la diferenciación de basófilos 21
"·

215
• 

Las células mononucleares obtenidas de sangre ~e cordón umbilical cultivadas en medio 

liquido fueron capaces de diferenciarse a eosinófilos (mielocitos, metarnielocitos y formas 

maduras) bajo la sola presencia de IL-5, este rendimiento fue suficiente para realizar un 

estudio de MBP y proMBP 216
. Las células mononucleares de cordón umbilical mostraron 

una diferencia selectiva hacia eosinófilos bajo la acción de la IL-5 obteniéndose un máximo 

a las 3 semanas (81 - 91% de eosinófilos inmaduros). Por otro lado, la IL-3 dio origen a 

mielocitos eosinofilicos (50 - 80%), neutrófilos, macrófagos y basófilos. Los mielocitos 

eosinofilicos desarrollados en presencia de IL-3 fueron indistinguibles de aquellos 

desarrollados en la presencia de IL-5. Los eosinófilos maduros fueron muy raros 117
• 

Las células mononucleares de cordón umbilical cultivadas en medio liquido en presencia de 

Il..-3 e IL-5 generaron eosinófilos con una pureza de 90¾ (no mencionándose su grado de 

madurez) que presentaron marcadores de membrana (Fc-¡II y CRI) y propiedades 

48 



funcionales ( quimiotaxis a PAF, citotoxicidad, contenido de EPO y adherencia basal) 

similares a los eosinófilos de sangre periférica 218
. 

Cultivos de sangre periférica 

Las células mononucleares de sangre periférica de individuos sanos o asmáticos, al ser 

cultivsdas en medio liquido o semi sólido bajo la acción de IL-3, IL-5 y GM-CSF, son 

capaces de diferenciarse hacia eosinófilos 219
-
229

. 

Cultivo de células CD 34+ 

CD34 es una glicoproteína monomérica O-sililada de 105 a 120 kD, la que en el sistema 

hematopoyético esta restringida a células progenitoras primitivas de todos los linajes '".230
• 

232 

El porcentaje de células CD34+ varia enormemente, así tenemos que en médula ósea su 

porcentaje varia de 1 - 3% 233
, en sangre de cordón umbilical es de entre 0.3 - 2¾ 227.23•, 

mientras que en sangre periférica de individuos normales solo del 0.01 - 0.1% de leucocitos 

circulantes lo poseen 235
• Las celulas CD34+ han sido utilizadas en trasplantes autólogos 

236
•
237

, como agentes potenciales en la terapia génica 23
&-

240 y como células generadoras de 

eosinófilos en cultivos celulares116
. 

Las células CD34+ han mostrado capacidad multipotencial al ser cultivadas en 

metilcelulosa bajo la presencia de IL-3, GM-CSF o eritropoyetina 241
• En un estudio más 

elaborado no se observaron diferencias fenotípicas en la heterogeneidad del marcador 
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CD34+ de células provenientes de médula ósea o sangre periférica 242 Las células CD34+ 

individuales no fueron capaces de generar eosinófilos bajo la sola presencia de IL-5 243
. Sin 

embargo cuando células CD34+, CD33+ provenientes de médula ósea son incubadas en 

medio líquido en presencia de G-CSF o IL-3 y posteriormente transferidas a medio senú

sólido con IL-5, se observa la formación de colonias de eosinófilos. Lo mismo sucede con 

células CD34+, CD33- preincubadas con Il,-3 y posteriormente transferidas a medio semi 

sólido conteniendo Il,-5. Estas colonias alcanzan un óptimo desarrollo a los 15 a 20 días y 

consisten exclusivamente de eosinófilos maduros 242
•
244

. 

Otro estudio señala que células CD34+ obtenidas por leucoforesis cuando son incubadas en 

presencia de IL-3, IL-5 o GM-CSF, son capaces de diferenciarse individualmente hacia 

eosinófilos. No obstante cuando se adiciona n,.5 a cultivos que poseen Il,-3 y GM-CSF, se 

observa un efecto aditivo en la formación de eosinófilos a~nque no significativo. Sobresale 

el hecho de que la Il,-5 aumenta el porcentaje de colonias de eosinófilos puros 116
. Un 

procedimiento similar utilizando medio liquido se ha empleado para estudiar la expresión 

génica de proteínas características de eosinófilos 229
. 
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Actividad biológica de los eosinófilos 

Los eosinófilos pueden vertir el contenido de sus gránulos hacia el exterior utilizando 

cualquiera de los siguientes fenómenos o mecanismos: 

Necrosis 

Este término que se refiere a la muerte celular aparece con frecuencia en los focos 

inflamatorios donde los eosinófilos muestran centralización de sus gránulos, pérdida de la 

integridad de la membrana granular y plasmática y lisis nuclear "'. 

La sola liberación de los gránulos eosinofilicos intactos o de su contenido a los intersticios 

puede provocar efectos tóxicos. Estos eventos han sido bien documentados en piel de 

pacientes con SH y penfigoide bulboso 246 y son consistentes con la observación frecuente 

de desgranulación masiva con pocos eosinófilos intactos que se observa en biopsias de 

inflamación eosinofilica vigorosa asociada a diferentes enfermedades tl _ Este proceso es 

contrario a la apoptosis en donde no hay pérdida de la integridad membrana! 217
•
247

• 

Secreción granular 

Esta es la mejor caracterizada de las formas de secreción. El proceso involucra la fusión de 

los gránulos con la membrana plasmática celular liberando al exterior su contenido (matriz 

y núcleo granular). Alternativamente, los gránulos pueden fusionarse intracitoplásticamente 
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en grandes cámaras de desgranulación, las cua1es se abren al exterior de la célula a través 

de poros. Esta forma clásica de desgranulación esta bien documentada en la desgranulación 

anafilactica de células cebadas y basófilos 248
. Este mecanismo esta presente en eosinófilos 

de pacientes con enfermedad intestinal inflamatoria o con infecciones tisulares invasivas 

249
• Por otro lado este tipo de desgranulación no es muy común en los focos inflamatorios 

eosinófilicos. 

Desgranulación gradual 

Se le llama así al proceso mediante el cual las vesículas con proteínas granulares geman de 

un gránulo secundario resultando en su vaciamiento gradual. Se ha podido observar una 

amplia gama de moñologías que van desde la pérdida del núcleo granular, pérdida parcial o 

total del compartimento de la matriz granular hasta un total vaciado del contenido de los 

gránulos "º. 

De acuerdo con estudios hechos en biopsias de tejido duodenal de pacientes con 

gastroenteritis eosinófilica, los eosinófilos secretan MBP siguiendo este mecanismo. 

Utilizando técnicas de marcado inmunoáureo, ha sído posible localizar MBP en extensas 

fonnaciones citoplásmicas membranosas y vesiculares, revelando núcleos granulares 

vacios. Adicionalmente no se ha podido identificar EPO o ECP en estas estructuras, 

concluyéndose que los eosinófilos secretan selectivamente MBP a través de un proceso de 

desgranulación regulada sin liberación de proteínas contenidas en la matriz granular 2n. 
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Función de los eosinófilos 

Los eosinófilos, debido a su peculiar proceder, por un tiempo no contaron con la atención 

de los investigadores, al contrario de sus parientes cercanos: el polimorfonuclear (PMN) 

neutrófilo y basófilo. A principios de este siglo se pensaba que los eosinófilos tenian un 

papel protector removiendo detritus y destoxificando tejidos en enfermedades alérgicas y 

granulomatosas "'. A mediados de siglo XX se les atribuyó alguna participación en el 

efecto de la histamina y en la presentación de antígeno para la síntesis de anticuerpos 253
. 

Otros posibles papeles incluyeron la reparación de tejidos como el útero '", como 

acelerador de los mecanismos de restauración después del trauma 155 y en la degradación de 

mediadores de anafilaxia derivados de células cebadas; lo que sugirió que estas células 

pudieran atemperar el proceso alérgico "'. 

Eosinófilos y parasitosis 

En la última parte de la década de 1970 la observación de que los eosinófilos o las proteínas 

contenidas en sus gránulos eran tóxicos para larvas de parásitos helmintos 257
, condujo a la 

muy difundida creencia de que el papel teleológico de los eosinófilos era la defensa del 

hospedero contra los gusanos. 

El aumento en el número de eosinófilos tisulares y en circulación junto con una elevación 

en los niveles de IgE total y especifica de parasitos, así como la presencia de mastocitosis 

son consideradas marcas distintivas de infección por gusanos parásitos, especialmente 

durante sus fases de migración larvaria 258
•
159

. 
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Está por aclararse si lo anterior obedece a una mera patología de la infección o a una 

respuesta protectora. 

Eosinófdos y enfermedades 

Las cuentas de eosinófilos en sangre periférica representan el balance entre el grado de 

eosinófilos que migran de la médula ósea y los que ingresan a los tejidos. Recordemos que 

los eosinófilos son células primordialmente tisulares. El número de eosin6:filos considerado 

como nonnal es menor a 0.4 x 109/L siendo más elevado en neonatos 260
• Las cuentas de 

eosinófilos varian con la edad, hora del día, ejercicio y medio ambiente. Los eosinófilos 

presentan variaciones circadianas siendo su número menor durante el día y mayor por la 

noche. Esto probablemente esté relacionado con las variaciones diurnas de cortisol, el cual 

se eleva por las mañanas 261
. 

Las causas más comunes de eosinofilia en el tercer mundo son las infecciones por parásitos 

helmintos, mientras que en países desarrollados son las enfermedades atópicas alergicas y 

el asma 262
• 

Es evidente que los eosinófilos son la fuente de muchas citocinas las cuales estan 

consideradas como factores homeostáticos más que proinflamatorios. Sin embargo, no hay 

duda que los eosinófilos pueden causar dai\os tisulares severos en ciertas circunstancias. 
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Eosin6ídos y anna 

Durante muchos años se ha reconocido que existe una estrecha relación entre los 

eosinófilos y las enfermedades alérgicas. En el asma atópico y no atópico hay un aumento 

en el número de eosinófilos circulantes, aunque esta elevación no es tan pronunciada como 

la observada en otras enfermedades eosinofilicas 12
. Algunos estudios han encontrado un 

correlación entre el asma o rinitis y el número de eosinófilos hipodensos en la sangre 

periférica 61
. 

La habilidad de los eosinófilos para generar un conjunto de mediadores proinflamatorios. 

en particular las proteínas granulares citotóxicas como la MBP, ha llevado a la hipótesis de 

que el asma es una enfermedad inflamatoria activa de la mucosa, cuyo principal 

componente es el daño tisular causado por mediadores derivados de los eosinófilos 163
"
265

• 

De hecho, los eosinófilos contribuyen en mucho a la inflamación asociada con el asma. 

pues se ha observado que la exposición in vitro con ECP o MBP a concentraciones 

similares a las encontradas en el esputo de individuos asmáticos causa disfunción ciliar y 

desprendimiento de células epiteliales 266
. Se cree que el daño y/o pérdida de las células 

epiteliales se cree que es responsable del desarrollo de la hiperrespuesta de vías aereas. Más 

aún, las proteínas granulares están presentes en grandes cantidades en vías aereas de 

pacientes que han muerto por asma 267
. 

En suma. los eosinófilos son céluas efectoras en la producción de dafio tisular en asma y 

enfermedades alérgicas relacionadas "·'"- En años recientes ha habido un sustancial 

aumento en la investigación sobre eosinófilos, estimulada en gran medida por la posibilidad 
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de que la modulación de la función eosinofilica pudiera ser un arma terapeutica efectiva 

para el asma y otras enfermedades alérgicas. 

Como hemos visto, la participación de los eosinófilos en el proceso inflamatorio alérgico 

bien puede deberse a su capacidad de liberar citocinas o quimiocinas activas como la IL-4 y 

RANTES ( ambas de gran importancia en la arnplificacion de la respuesta inflamatoria 

primaria). Así, la elucidación de la naturaleza constitutiva e/o inducible de la IL-4 y 

RANTES en eosinófilos es de gran importancia en la comprensión de la progresión del 

fenomeno inflamatorio. 

Recientemente han aparecido diversas publicaciónes que señalan la naturaleza constitutiva 

de la IL-4 y RANTES en eosinófilos de sangre periférica provenientes de individuos 

atópicos y nonnales 127
•
12

8.
269

. 
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En ta presente tesis nos propusimos investigar la expresión de citocinas durante la 

ontogenia de los eosinófilos y valorar su naturaleza constitutiva. Así, en el capítulo II 

presentamos nuestros estudios del patrón de citocinas producidas en progenitores 

eosinofilicos en diferentes estadios de diferenciación. Trabajo enviado a publicar como: 

Juan R. Velázque:, Poige Lm:y, Salal,addin Ma/smudi-Aur, Ben llablitz, Croig D. Mine, 

Jllda A. Denberg, and Redwan MoqbeL Cytokine apression and storage in maturating 

eosinoplúls dmved from human cord blood CDJ,1+ progenitor& Exp HematoL 

Considerando nuestro hallazgo de la pronta aparición (en eosinófilos gestantes) y capacidad 

secretoria de RANTES (en eosinófilos de sangre periférica), nuestra atención en el capítulo 

m se centra en el efecto del IF'Ny en la movilización del RANTES eosinofilico almacenado 

intracelularmente. Dicho capitulo esta dividido en dos partes; en la primera se describen 

nuestros estudios preliminares tal como fueron publicados en: Velau¡ue:,J.R.; Lm:y,P.; 

Malunudi-Azer,S.; Moqbel,R. Elfects of interferon-ganuna on mobi/ivmon and release 

of eosinophil- dmved RANTES. Int Arch AUergy Immuno/ 118:447-449, 1999. 

En la segunda parte se estudia más detallamente dicho fenómeno, acorde al trabajo 

publicado: Poige Lm:y, Salahaddin Mahmudi-Azer, Ben Bablitz, Stocey C Hagen, Juan 

R. Velau¡ue:, S.F. Paul Man, and Redwan MoqbeL Rapid mobilizalion of introcellularly 

storedRANTES in response to interferon-rin human eosinophils. Blood 94:23-32, 1999. 
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Capitulo 11 

Jut1n R Velázque:. Paige Lacy,. Salahaddin Mahmudi•Ar.er, Ben Bablilt, Craig D. Mine, luda A. 
Denbag, anti Redwan MoqbeL Cytokine expression and storage in maturating eosinophils 
tlaiv<dfrom human cord blood CDJ4+ progenitors. Exp HematoL 

Expresión y almacenamiento de citocinas en eosinófilos gestantes provenientes de 

progenitores de sangre de cordón umbilical CD34+. 

Resumen 

Los eosinófilos sintetizan y liberan diferentes mediadores proinflamatorios, entre los que se 

encuentran diversas citocinas y quimocinas. En este trabajo hipotetizamos que durante la 

maduración in vitro de los eosin6filos ocurre una expresión diferencial de citocinas. Para 

probar dicha hipótesis examinamos la expresión de RNAm para las citocinas IL-3, IL-4~ IL-

5, IL-6, GM-CSF, IFNy, RANTES y eotaxina en células eosinofilicas derivadas de 

progenitores CD34+ de sangre de cordón umbilical en presencia de IL-3 e IL-5 en dos 

medios de cultivo diferentes (liquido y semi sólido). Los perfiles de citocinas fueron 

determinados por RT-PCR en ambos sistemas a los O, 7, 14, 21, y 28 días de cultivo. La 

expresión de los productos traducidos junto con la presencia de MBP fue confirmada en las 

colonias eosinofilicas en medio semi sólido a los 23 días de cultivo utilizando microscopía 

confocal (MC). Únicamente en células CD34+ no diferenciadas se detectó RNAm de IL-4 y 

RANTES. Durante el periodo de observación (O - 28 días) los RNAm para IL-4 y RANTES 

permanecieron constitutivamente expresados en las colonias, mientras que los RNAm para 

IL-3, IL-6, GM-CSF, IFNy y eotaxina no fueron detectados. El empleo de RT-PCR in situ 

permitió la locali.zación de transcritos para RANTES en células eosinofilicas a los 21 días 
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de cultivo en medio semi sólido. Mientras que el empleo de doble tinción y MC en colonias 

eosinofilicas gestantes de 23 días de cultivo en medío semi sólido puso de manifiesto la 

inmunoreactividad de JL.4 y RANTES las cuales colocalizaron con la de MBP. Estos 

resultados .demuestran que las células eosinofilicas en gestación son capaces de transcribir y 

traducir citocinas que participan en el desarrollo de las reacciones alérgicas inflamatorias. 
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Introducción 

Los eosinófilos son prominentes células de la inflamación alérgica y se piensa que juegan 

algún papel efector en el asma crónico. En biopsias de pulmón y lavados broncoalveolares 

obtenidos de sujetos asmáticos atópicos crónicos, es típico observar grandes cantidades de 

eosinófilos tisulares activados y en reposo después del reto con alergenos apropiados 1
• 

La activación de los eosinófilos involucra la liberación de aniones superóxido, mediadores 

lipídicos y proteínas granulares citotóxicas, incluyendo las cinco bien caracterizadas 

proteínas cationicas que se almacenan en los gránulos cristaloides únicos: MBP, EPO, 

EDN, ECP y CLC 1
•
2

• Recientemente, se ha demostrado que los eosinófilos poseen la 

capacidad para sintetizar, almacenar y liberara hasta 19 diferentes citocinas y quimocinas. 

Estos productos en el caso del asma participan en la regulación de las respuestas 

inflamatorias locales de vías aéreas. Las citocinas eosinofllicas han sido revisados 

recientemente 3 e incluyen a IL-2 '·', IL-3 6
, IL-4 7

, IL-6 8
•
9

, factor estimulante de colonias 

de macrófagos/granulocitos (GM-CSF) 10
•
11 y RANTES 12

•
13

• Aproximadamente la mitad de 

todas las citocinas eosinofilicas se encuentran almacenadas como mediadores prefonnados 

y en asociación con el gránulo cristaloide típico del eosinófilo. Un estudio ha mostrado que 

los eosinófilos coloniales derivados de células mononucleares purificadas de sangre 

periférica de individuos atópicos y no atópicos, poseen la capacidad para expresar RNAm y 

proteína para IL-5 y GM-CSF 14
• No están bien definidos los patrones de expresión de los 

genes transcritos, ni los productos traducidos de citocinas y quimocinas así como su 

almacenamiento en los gránulos inmaduros durante el desarrollo hematopoyético de los 
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eosin6filos nacientes. Algunos estudios han sugerido que los gránulos inmaduros contienen 

pro-MBP durante el desarrollo eosinofilico y que finalmente ésta se condensa cuando se 

forman los gránulos cristaloides maduros 15
. Hemos hipotetizado que los eosinófilos que se 

diferencian in vitro expresan genes que codifican citocinas y quimocinas proinflamatorias y 

que los productos traducidos son posterionnente almacenados en gránulos inmaduros. 

Para probar esta hipótesis, utilizamos células CD34+ purificadas de sangre de cordón 

umbilical humano y las cultivamos en presencia de IL-3 recombinante humano (r!L-3h) e 

rll..-5h a fin de inducir su diferenciación al fenotipo eosinofilico. Analizamos la expresión 

de los perfiles de transcritos de quimocinas y citocinas utilizando RT-PCR durante 28 días 

de incubación en medio semi sólido (metilcelulosa). 

Cuando son aisladas las células CD34+ usando separación inmunomagnética (por selección 

positiva), estas representan una subpoblación bien definida de progenitores capaces de 

diferenciarse a eosinófilos funcionalmente activos cuando son cultivados en medios senü

sólidos con las citocinas apropiadas1
6-

20
. A la par de estos estudios, efectuamos cultivos de 

progenitores en medio liquido, dado que este es un protocolo bien establecido de 

generación de eosinófilos gestantes in vitro19
"
21

. Las citocinas en los eosinófilos gestantes 

fueron determinadas a nivel de transcritos empleando RT-PCR in si/U mientras que la 

forma proteica fue detectada y colocalizada con la proteína gránular eosinofilica MBP 

utilizando marcado doble con anticuerpos (inmunofluorescencia y microscopía confocal 

(MC)). Nuestros hallazgos contribuyen a elucidar los mecanismos asociados con la 

regulación de citocinas en la ma~uración eosinofilica y su contribución en las reacciones 

inflamatorias tisulares locales. 
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Material y Métodos 

Preparación de células CD34+ purificadas 

Se recolectaron muestras de sangre de cordón umbilical inmediatamente después del 

alumbramiento, se obturó y seccionó el cordón umbilical recolectándose la sangre del 

extremo materno del mismo y virtiéndola en tubos heparinizados. Después de diluir la 

sangre 1:4 con solución amortiguadora de fosfatos (PBS) estéril, se aislaron las células 

mononucleares por sedimentación en FicoU-Paque (1.077 mg/ml Pharmacia, Uppsala, 

Suiza) centrifugando a 400g por 25 minutos. Posteriormente estas células fueron marcadas 

con microperlas magnéticas acopladas a un anticuerpo monoclonal anti-CD34 (QBEND-

10) (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Alemania), seguida de una selección 

positiva a través de una columna de separación MiniMACS (Miltenyi Biotec). Las células 

enriquecidas en CD34+ se recuperaron por elución después de remover la columna del 

campo magnético. El número y la viabilidad se determinaron por tinción con azul tripano. 

La pureza de las células CD34+ después del procedimiento de purificación fue de 

aproximadamente 60 - 70% determinada por tinción con anti-CD34 y análisis por selección 

celular activada por fluorescencia (F ACS). Las células CD34+ purificadas fueron 

procesadas para su cultivo en medios liquides o semi sólidos. Rutinariamente, después de 

cada purificación fueron obtenidas entre 7 x 105 y 1.4 x 106 células CD34+. Utilizamos un 

protocolo ligeramente modificado de aquellos previamente descritos 14
,
19

.2' para la 

maduración i" vttro de células eosinofilicas en medios de cultivo liquides y semi sólidos. 

Estos se descnben a continuación. 
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Cllltivo seai sólido para célulu CD34+ 

Después de la purificación en columna MiniMACS de células CD34+, estas se incubaron (6 

x 104) en cajas de Petñ de 35 mm (Falcan Plastics, Oxnard, CA) con una mezcla de medio 

Jscove modificado (Gibco BRL Life Technologies, Grand Island, NY), P mercaptoetanol 

4µM, penicilina-estreptomicina al 0.8%, NaHCO, !SmM, FCS inactivado por calor (Gibco 

BRL) y metilcelulosa al 0.84% (Stem Cell Technologies, Jnc. Vancouver, BC, Canadá). Se 

indujo la diferenciación de progenitores a células eosinotilicas adicionando 5 ng/ml de rlL-

3h y 2 ng/ml de rlL-Sh (Genzyme, Cambridge, MA). En nuestras manos, estas 

concentraciones de citocinas fueron suficientes para la formación de colonias en medio 

semi sólido. Las células fueron incubadas a 37ºC con 5 - 10% de CO, en condiciones de 

humedad por no menos de 28 días. La diferenciación de las colonias eosinofilicas en los 

medios semi sólidos fue verificada diariamente por observación microscópica usando 

tinción Leukostat® (Fisher Diagnostics, Huntersville, NC). Esta tinción produce gránulos 

rojo•rosados en las células eosinofilicas, los cuales son distintos de los gránulos azul

púrpura que aparecen en las células metacromáticas. A los O, 14, 21, 23, y 28 días, las 

células fueron recoletadas del medio semi sólido y transferidas a medio McCoy SA (Gibco 

BRL), lavadas en PBS, contadas y usadas para análisis experimental. El porcentaje de 

células eosinofilicas fue determinado contando 300 células teñidas con colorante de Kimura 

23, el cual es además capaz de distinguir entre células eosinofilicas y células 

metacromáticas. Con la tinción de Kimura, los gránulos de las células eosinotiloides 
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aparecen de color verdoso mientras que aquellos de las células metacromáticas son de color 

rojo cereza. 

Caltivo líquido de células CD34+ 

Se cultivaron 1 x 106 células CD34+ recién purificadas en 5ml de RPMI-1640 (Bio 

Whittaker, Walkersville, MD) suplementado con FCS al 10"/o (Gibco BRL), 

ll mercaptoetanol 1 0µM y penicilina-estreptomicina al 1 %. Para inducir la diferenciación 

de los progenitores hacia células eosinofilicas adicionamos al medio de cultivo 25ng/ml de 

r!L-Jh y !0ng/ml de r!L-Sh (Genzyme) 19
. Las células fueron incubadas a 37ºC con 5 -

1 O"/o de CO, en condiciones de humedad. Cada siete días la mitad del volumen de cultivo 

fue reemplazado con medio fresco con citocinas, este procedimiento se continuó hasta 

completar 28 dias. Cada vez que se renovaba el medio de cultivo se efectuaban cuentas 

celulares. 

Anilisis por RT-PCR 

Se extrajo el RNA total de las células cultivadas en medios liquidos y semi sólidos 

utilizando los equipos Qiagen QIAShredder y RNeasy (Qiagen Inc, Mississauga, ON, 

Canadá) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron 2 x 106 células por 

extracción (obteniendo aproximadamente lµg de RNA total). Brevemente, cada muestra de 

RNA celular total (aprox. lµg) fue incubado con 200 U de Superscript®, solución 

amortiguadora First Strand IX y mezcla de dNTPs al 0.SmM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 

(Gibco BRL). La mezcla se incubó a 37°C por 2 hrs y se inactivó calentando a 80ºC por 10 
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minutos. Las alícuotas de cDNA fueron usadas en 20µ1 de solución de PCR que conte!Úa 

2.5U de Taq DNA polimerasa, solución amortiguadora de PCR IX, mezcla de dNTPs 

25µM (Gibco BRL) y los iniciadores apropiados sentido (S') y antisentido (3') al 0.3 µM. 

Se efectuó un arranque en caliente a 9SºC por 3 minutos antes que las muestras fueran 

sujetas a 35 ciclos de calentamiento de 45 seg. a 9SºC, 1 minutos. a la temperatura de 

alineamiento (TM) ( dependiendo del par de iniciadores de acuerdo a la tabla 1) y 

finalmente 30 seg a 72ºC en un termociclador (M-J Research, Inc, Watertown, MA, USA y 

Perkin-Elmer, Mississauga, ON, Canadá). La extensión final se efectuó calentando 7 

mitwtos. a 72°C. Los productos amplificados fueron visualizados por separación 

electroferética de aliquotas de 10µ1 en geles de agarosa al 2% teñidos con bromuro de 

etidio. El gen constitutivo Jl2 microglobulina fue empleado como control interno. 

Sec::uencias de inc:iadores 

Estos pares de iniciadores fueron diseílados para cubrir por lo menos un intrón. Las 

secuencias de nucleótidos de los pares de iniciadores usados en este estudio junto con sus 

respectivas temperaturas de anillanúento y tamaños de productos esperados se encuentran 

listados en la tabla 1, 
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Tabla 1 

Pares de iniciadores utilizados en el análisis de RT-PCR 

Producto 
Citocina Secuencia del inicador Tm esperado 

(pb) 

IL-2 sentido (5') 5' -GCGAGGCTCAAAGTCGTCTGTTG-3'- 56ºC 449 
anti-sentido (3') 5'-ATGAGCCGCCTGCCCGTCCTG-3' 

IL-4 sentido 5 '-ACGT ACTCTGGTTGGCITGGTTCACAGGACAG-3' 65ºC 344 

anti-sentido 5' -CGGCAACTTTGACCACGGAACACAAGTGCGATA-

3' 

IL-5 sentido 5 '-TGGCCGTCAA TGTA mCTIT A TI AAG-3' 56ºC 294 

anti-sentido 5 '-GCITCTGCA TTTGAGTTTGCTAGCTT-3' 

IL-6 sentido 5'-TGGACTGCAGGAACTCCIT-3' 52ºC 260 

anti-sentido 5' -AACTCCITCTCCACAAGCG-3' 

GM-CSF sentido 5 '-CTGGCTCCCAGCAGTCAAAGGG-3' 60ºC 424 

anti-sentido 5' -A TGTGGCTGCAGAGCCTGCTGC-3' 

IFNy sentido 5'-CTCCI I I I ICGCTTCCCTGITITAGCTGCTGG-3' 65ºC 427 

anti-sentido 5 '-GCATCGTTTTGGGTTCTCTTGGCTGTT ACTGC-3' 

Eotaxina sentido 5 '-CTCACGCCAAAGCTCACACCTTCA-3' 59ºC 370 

anti-sentido 5' -GGCAACACTCAGGCTCTGGTITGG-3' 

RANTES sentido 5'-TCCCCATA TICCTCGGAC-3' 5IºC 186 

anti-sentido 5 '-GATGTACTCCCGAACCCA-3' 
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RT-PCR in situ para el RNAm de RANTES 

Las células de medios semi-sólidos después de 21 días de cultivo, se lavaron dos veces con 

solución salina tratada con dietil-pirocarbonato (DEPC) y se centrifugaron antes de 

ajustarse a una concentración de I x Hf células/mi. Para pennitir la comparación entre 

muestra, control positivo y control negativo, tres gotas de esta suspensión celular (40,000 

células/por muestra) fueron aplicadas sobre porta objetos recubiertos con aminoalquísilano 

GENEamp 1000 (Perkin-Ebner). Las laminillas se fijaron en paraformaldehido al 4% 

durante 20 minutos. y se lavaron exhaustivamente en agua tratada con DEPC antes de ser 

secadas con aire y almacenadas a -20ºC. Las laminillas fueron posteriormente 

permeabilizadas con 2 µg/ml de proteinasa K (Sigma Oakville, ON, Canadá) por I O 

minutos. El control negativo y la muestra fueron incubados a 3 7°C con DNasa (Boehringer 

Mannbeim Canadá, Lava!, PQ, Canadá) en solución amortiguadora conteniendo acetato de 

sodio 0.1 M y Mg,SO, 5 mM. La formación de la hebra complementaria de DNA se 

efectuó en la muestra adicionando 50 µl de un reactivo que contenía solución 

amortiguadora First Strand IX, mezcla de dNTPs al I mM , 25 U de inhibidor de RNAsa, 

500U de Superscript ® (Gibco BRL) e iniciador especifico 3' al 1 µM. El control positivo 

no fue tratado con DNasa o transcriptasa reversa para permitir la detección de DNA 

genómico, en tanto el control negativo no fue tratado con transcriptasa reversa. Se 

incluyeron dos controles adicionales para eliminar la posibilidad de un alto fondo que 

pudiese ser interpretado como señal positiva en la muestra, uno incluyó una laminilla 

tratada con solución de RNasa (Amersham Life Sciences, Clevaland, OH) y el otro el 
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empleo de un iniciador de secuencia irrelevante. Las laminillas fueron -selladas e incubadas 

a 37ºC por 3 hrs en un GENEamp J 000 (Perkin-Elmer). La reacción de P.GR se efectuó en 

todas las muestras adicionando 18U de Taq Polimerasa (Gibco BRL) en 50 µl de volumen 

total de reacción que con tenia además solución amortiguadora de PCR 1 X, MgCh 4 mM, 

200 µM de mezcla de dNTPs ( con digoxigenina-11 deoxiuiridin trifosfato substituido de 

dUTP) y 0.8 µM de cada iniciador específico 3' y 5' para el RNAm de RANTES. El PCR 

se efectuó con una desnaturalización inicial de 3 minutos. a 95ºC seguida de 35 ciclos de 

calentamiento de J minuto a 94°C, 1 minuto a 51 ºC, 1 minuto 30 seg a 72°C. Se llevó a 

cabo una extensión final de JO minutos. a 72ºC antes ·de almacenar a 4ºC. Los segmentos 

de DNA marcados con digoxigenina fueron detectados usando conjugado azul de tetrazolio 

1 Bromo-cloro-indol-fosfato (NBTIBCIP) y anticuerpos anti-digoxigenina de acuerdo a las 

recomendaciones del fabricante (Boehringer Mannheim). Las células totales y teñidas 

fueron enumeradas contando 500 células por laminilla con un microscopio de luz 

convencional. Se incluyó la secuencia del iniciador 3' para la P2microglobulina como un 

control interno. 

Tinción doble y microscopía confocal 

Los citocentrifugados obtenidos del día 23 de los cultivos semi sólidos (100 µl de 0.5 x 10' 

células/mi en RPMI suplementado con FCS al 20%) fueron preparados como ya ha sido 

descrito 13
• A fin de marcar las citocinas intracelulares, las laminillas fueron incubadas 1hr 

con solución amortiguadora de Tris (TBS) conteniendo 5 µg/ml de anticuerpo monoclonal 

anti-RANTES o anti-IL-4 humana (R&D Systems). La unión del anticuerpo primario fue 
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detectada con 20 µg/ml de Bodipyl FL anti-ratón (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) 

antes del bloqueo y adición de anticuerpo anti-~P humana, de acuerdo a la optimización 

hecha en nuestro laboratorio 13
~

4
. La lgGI de ratón (5 µg/ml) fue usada como un control 

isotipico (R&D Systems). Las laminillas se examinaron usando el objetivo IOOX de un 

microscopio confocal Leica (CLSM; Heidelberg, Alemarüa) como ha sido descrito 

previamente ' 13
•
24

. 

Microscopia electrónica de transmisión 

Este procedimiento fue una modificación de una técnica previamente descrita 
7

•
11

. 

Brevemente, las colonias empaquetadas de células provenientes del día 21 de cultivo semi

sólido fueron fijadas 2 hrs en formaldehido recien preparado (2% en solución 

amortiguadora de fosfatos, O. IM, pH 7.2) y embebidas en resina Lowicryl K4M. Después 

de la polimerización de ta res~ se cortaron secciones de plata como se ha descrito 11 
y se 

recogieron en gradillas de barra delgada de ruque!. 

Aúlisis estadistico 

Las estadísticas resumidas están expresadas como media y error estándar. 

Las comparaciones estadísticas se efectuaron utilizando análisis de varianza de una cola 

Kruskal-Wallis. Los resultados fueron considerados significativos cuando p<0.005 
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Rnult.odo• 

Cultivos de céluw CD34+ en presencia de rIL-3b e rIL-5h 

Después de la purificación de células CD34+ el crecimiento colonial en medio semi sólido 

se propició adicionado 5 ng/ml de r!L-3h y 2 ng/ml de r!L-5h (inductores de diferenciación 

eosinofilica). Las colonias de eosinófilos se seleccionaron basándose en su morfología y se 

separaron estas de las colonias difusas de macrófagos contaminantes. El crecimiento celular 

fue monitoreado semanalmente. La aparición de células eosinofiloides en las colonias se 

caracterizó por la aparición de gránulos rojo-rosados y núcleos unilobulados al teñir con 

Leukostat ( designados como células eosinofilicas "inmaduras"). Estas se distinguieron de 

las células que exhibían el mismo patrón granular de tinción con núcleos biobulados 

estructuralmente distintos ( designados como células eosinofilicas "maduras") (Fig. l ). La 

viabilidad celular (determinada por azul tripano) fue siempre >95% durante el periodo de 

incubación, sugiriendo que la aparición de núcleos bilobulados no fue debido a senecencia 

(dato no mostrado). La identificación de cada tipo celular fue confirmada por tinción de 

Kimura. Como se observa en la figura 2, basados en la tinción bistoquímica las células 

purificadas CD34+ no mostraron características eosinofilicas al día O. Fuimos forzados a 

omitir en este estudio las células en medio semi sólido del día 7 debido al número 

insuficiente de colonias en ese periodo. Basándose en el criterio descrito anteriormente, 

después de 14 días de cultivo 57 ± 5% de las células coloniales fueron clasificadas•como 

eosinofilicas (suma de eosinófilos maduros e inmanudros) (Fig. 2). El número de células 

eosinofiloides en las colonias aumento a un máximo de 91 ± 8% al día 28 de cultivo, del 
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cual 67 ± 4% poseían muchas de las características morfológicas de los eosinófilos 

maduros de sangre periférica (núcleos bilobulados y numerosos gránulos cristaloides rojo

rosados). Las células contaminantes fueron basofilicas en apariencia, sin colonias de 

neutrófilos después de 28 días de cultivo. Los cultivos semi sólidos produjeron un aumento 

de 17 veces el número celular al día 28 (potencialmente produciendo 6.4 x 106 células), de 

las cuales 91 ± 8% fueron eosinófilos. 

Las células purificadas CD34+ también fueron inducidas a diferenciarse hacia eosinófilos 

empleando cultivos liquidos adicionados con 25 ng/ml de r!L-3h y 10 ng/ml de rIL-5h 
19 

por periodos no mayores a 28 días. Se registraron los números de células cada semana, 

usando el mismo procedimiento de tinción para cultivos semi sólidos que se ha descrito 

lineas arriba. Las primeras células eosinofiloides aparecieron en cultivos líquidos aI día 7, 

aunque su número no fue significativo hasta el dia 14 de cultivo (Fig. 2 inserto). Al dia 21 

el número total de células eosinofiloides en cultivos líquidos alcanzó un pico de 26 ± 8%. 

Al día 28, el mayor porcentaje de células eosinofilicas en medio líquido fue de 17 ± 7%. 

Los tipos celulares remanentes poseían características morfológicas de monocitos o 

neutrófilos. Los medios de cultivo líquidos generaron un aumento de 321 ± 48 veces el 

número de células al dia 28 (potencialmente produciendo 2.9 x 108 células). Estas cifras 

representan porcentajes de tres experimentos. 
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Figura 1 
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Características morfológicas de las células eosinofilicas generadas en cultivo semi sólido. (A-C) 

Ejemplos de células representativas de medio semi sólido teñidas con Leukostat a los (A) 14, (B) 21 

y (C) 28 días. (D-1) Microscopia confocal de células eosinofílicas inmunofluorescentes a los 23 dias 

de cultivo en medio Semi sólido. (D) Las células eosinofiloides marcadas con BODIPYL FL (verde) 

indican inmunoreactividad de RANTES, (E) TRITC (rojo) corresponden a la MBP, (F) imágenes 

combinadas de la misma célula. El color amarillo en las imágenes combinadas indican 

colocalización de fluorescencia roja y verde. (G) Otra cetula al día 23 de cultivo es mostrada con 

marca de BODIPYL FL indicando inmunoreactividad para IL-4 (H) TRITC para 

inmunofluorescencia de MBP e (1) imagen combinada resultante. Amplificación original IOOX 
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Análisis de los transcritos codificantes de citocinas empleando RT-PCR 

La aparición de transcritos para citocinas (IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IFNy, y GM-CSF) y 

quimocinas ( eotaxina y RANTES) en células eosinofilicas en desarrollo fue monitoreada 

por análisis de RT-PCR cada 7 días a partir del inicio del cultivo y hasta el día 28. El 

producto de PCR de cada citocina proveniente de los cultivos líquidos y semi sólidos fue 

analizado núdiendo las densidades ópticas en geles y normalizándolas con la del gen 

constitutivo P2 núcroglobulina (Figura 3 ). 

En el día de cultivo O, únicamente los productos de PCR del RNAm que codifica para IL-4 

y RANTES aparecieron constitutivamente expresados en células CD34+ recién aisladas. 

Los transcritos para IL-4 y RANTES continuaron siendo expresados en células en 

maduración hasta el final del cultivo (día 28). Las células provenientes de cultivos semi 

sólidos expresaron progresivamente menos transcrito para RANTES relativo a aquel del día 

O, alcanzando la mayor significancia al dia 28 de cultivo (p<0.01 usando análisis de 

varianza Kruskal-Wallis de una cola). 

De igual manera, la expresión de RNAm de IL-4 permaneció consistente durante todo el 

periodo de incubación. Los resultados representativos del análisis de RT-PCR de células en 

cultivos semi sólidos son mostrados en la Fig. 4. Contrariamente a la IL-4 y RANTES. las 

células eosinofiloides no expresaron cantidades detectables de RNAm para IL-3, IL-5, IL-6, 

IFNy, GM-CSF o eotaxina en cualquier estadio de su desarrollo in vitro. 

La expresión de RNAm para IL-5 fue inducida en células en desarrollo obtenidas de 

cultivos liquidas al día 7 y continuó siendo detectada hasta el dia 28 de cultivo (Fig. J y 4). 

En contraste, las células de colonias de cultivo semi sólido no expresaron RNAm para IL-5 
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en cualquier período de incubación probado en estos experimentos. De igual fo1 ma a 

nuestros hallazgos en colmúas de cultivo senú sólido, los transcritos para IL-3, IL-6, IFNy, 

GM-CSF y eotaxina no se pudieron detectar en células de cultivos líquidos en un periodo 

de 28 días. 
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Figura 3 
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Detenninaciones semicuantitativas de los transaitos de citoquinas en eosinófilos en 
desarrollo. Los valores de densidades óptics de los productos de PCR para las diferentes 
citoquinas y la 132 miaoglobulina fueron trazados en función del tiempo en los cultivos semi 
sólidos. El inserto muestra los resultados obtenidos con células en medio liquido. Estos 
datos representan la media de tres experimentos bajo cada condición de cultivo. 
*representa p<0.05 
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Figura4 
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Resultado repesentativo de RT-PCR mostrando los productos de PCR obtenidos de las 

citoquinas expresadas en eosinófilos en maduración. Los productos de PCR indican la 

expresión de RNAm para las citoquinas en (A) medio semi sólido y (B) medio líquido. 

n 



La expresión de los transcritos de RANfES fue casi exclusivamente localizada en células 

eosinofilicas generadas en cultivos semi sólidos, de acuerdo a los resultados obtenidos con 

RT-PCR in situ en células de 21 días de cultivo (Fig. 5). 

Todas las células con RNAm positivo para RANTES fueron identificadas como eosinófilos 

basándonos en sus características morfológicas y de tinción, siendo más del 95% de ellas 

positivas para RNAm de RANTES. 

Eipresión proteica de citocinas en células de colonias provenientes de cultivos semi

sólidos 

Para coofinnar que las células eosinofilicas generadas in vitro eran capaces de expresar 

proteínas citoquínicas, se prepararon citocentrifugados de células producidas en el día 23 de 

cultivo en medio seoú sólido y empleando inmunofluorescencia se procedió a detectar las 

citocinas almacenadas intracelularmente. Como se puede observar en la Fig. 1D-1, las 

células eosinofilicas en medio semi sólido al día 23 coexpresan MBP y RANTES así como 

JJ..-4. Más del 95% de todas las células MBP+ fueron también positivas para RANTES e 

JJ..-4. Mas aún, no se detectaron células con inmunoreactividad para RANTES e IL-4 en 

ausencia de inmunofluorescencia específica para MBP. La inmunofluorescencia para las 

citocinas fue granular en apariencia, sugiriendo almacenamiento en los gránulos 

cristaloides inmaduros. Mucha de la inmunoreactividad para IL-4 y RANTES colocaliza 

cou la de MBP indicada en color amarillo en la Fig. IF e I (como resultado de la 

coincidencia de fluorescencia roja y verde). 
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En otras células obtenidas a! día 23 en cultivo semi sólido, la inmunoreactividad para IL-4 

se localizó en gránulos de forma diferente a la MBP. Como se observa en la tig. 11, algo de 

la imnunoreactividad de MBP se detectó en los centros de estructuras granulares mientras 

que la IL-4 se asoció con la periferia de estas estructuras. 

Después de examinar la ultraestructura de las células al día 23 de cultivo en medio semi 

sólido por microscopía electrónica (Fig. 6), fue posible observar estructuras granulares. 

Estas estructuras citoplásmicas probablemente sean gránulos cristaloides inmaduros con 

centros electrohlcidos en contraste con los gránulos cristaloides maduros que presentan 

centros electrodensos. 
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Figura 5 
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Análisis por RT-PCR in si/u de la expresión de RNAm de RANTES en eosinófilos 
en maduración al día 21 de cultivo en medio semi-sólido. (A) Control positivo 
mostrando expresión de DNA genómico, detectado en el núcleo celular usando 
iniciador especifico de RANTES en ausencia de transcriptasa reversa. (B) Control 
negativo en el cual la producción del producto de PCR fue inhibida mediante pre 
incubación con DNasa y omisión de transcriptasa reversa. (C) Muestra problema en 
la cual se incubó DNua antes de ejecutar la transcriptasa reversa para permitir la 
detección de RNAm de RANTES en las regiones perinucleares y citoplásmicas de 
lucélulu. 
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Figura 6 

Microscopía electrónica de transmisión de una célula eosinofilica obtenida después de 23 

días de cultivo en medio semi sólido. Las flechas indican gránulos cristaloides 

electrolúcidos. Amplificación original 9100 X 
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Dbcusión 

Demostramos que los eosinófilos, al menos in vitro, son capaces de transcribir y traducir 

citocinas en periodos tempranos de su maduración y desarrollo. Hemos empleado diferentes 

sistemas de cultivo in vitro para investigar los perfiles de expresión de citocinas en los 

eosinófilos en desarrollo. Elegimos usar células CD34+ de cordón umbilical como fuente 

de progenitores celulares tempranos en nuestros estudios debido a que están bien 

caracterizadas y son relativamente fiíciles de obtener en gran número si las comparamos 

con las células germinales derivadas de médula ósea. Aunque las células indiferenciadas 

CD34+ provenientes de sangre de cordón umbilical son fenotípicamente distintas de 

aquellas de médula ósea ", las células CD34+ de sangre de cordón umbilical exlnoen la 

capacidad para diferenciarse a eosinófilos después de una estimulación apropiada (IL-3 e 

IL-5) 13
•
17''°. Así, estas células CD34+ proveen un sistema ideal para investigar la expresión 

de citocinas en eosinófilos en maduración. 

Se sabe que las citocinas IL-3, IL-5 y GM-CSF son criticas en la inducción de células 

CD34+ no diferenciados hacia células de linaje eosinofilico 1
~

19
. La salida de estas células 

de la médula ósea es critica y depende de la presencia de eotaxina, como lo han mostrado 

algunos estudios en cobayos 26
• Dado que los eosinófilos poseen la capacidad de expresar 

estas citocinas inmunoreguladoras, fue nuestro deseo determinar si éstas eran expresadas en 

células eosinofilicas en diferentes estadios de diferenciación in vitro. Estabamos además 

interesados en estudiar los patrones de almacenamiento de los productos traducidos de las 

citocinas en eosinófilos en desarrollo. 
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Nuestras observaciones mostraron que las células progenitoras CD34+ constitutivamente 

expresan RNAm para RANTES e IL-4. Los transcritos de estas dos proteínas se expresaron 

durante los 28 días de cultivo en medios líquidos o semi sólidos en presencia de rIL-3h e 

rIL-Sh como inductores de diferenciación eosinofilica. La expresión de RNAm específico y 

de la fonna proteica de RANTES fue exclusivamente localizada en células eosinofiloides a 

los 21 - 23 días de cultivo en medio semi sólido, como lo mostró la técnica de RT-PCR in 

situ e inmunofluorescencia respectivamente. Basándose en propiedades morfológicas y de 

tinción, las células RNAm+ para RANTES mostraron características eosinofilicas. Las 

células de colonias con expresión proteica de RANTES mostraron también 

inmunoreactividad para MBP en los cultivos de 23 días. Al día 28 en cultivo semi sólido, la 

detección de RNAm para RANTES declinó a niveles mínimos, como se ha definido por su 

bajo nivel de expresión en eosinófilos de sangre periférica humana (Velázquez, 

observaciones no publicadas). Esta tendencia descendente en la expresión de RANTES 

sugiere que las células coloniales pueden diferenciarse progresivamente a un fenotipo 

similar al del eosinófilo maduro de sangre periférica. El papel de la expresión de RANTES 

en estos cultivos podrira estar asociado con los mecanismos de señalización autocrina que 

controlan el aumento de la maduración y eflujo de eosinófilos. Sin embargo, esta 

posibilidad es especulativa ya que hay pocas evidencias publicadas sobre la expresión de 

RANTES por progenitores y por eosinófilos en diferenciación. 

El RNAm de IL-4 se expresa constitutivamente por progenitores CD34+. La 

inmunoreactividad de la proteína IL-4 se detectó predominantemente en células MBP+ a 

los 23 días de cultivo, sugiriendo que los eosinófilos pueden ser uno de los principales tipos 
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celulares que expresan IL-4 en las poblaciones de células hematopoyéticas. Aunque el 

papel de la IL-4 en la proliferación y diferenciación de progenitores no ha sido plenamente 

caracteriz.ado, es tentador sugerir que la expresión autocrina de IL-4 puede participar en el 

aumento de la respuesta proliferativa hacia IL-3 e IL-5, dado que, in vitro, la IL-4 ha 

mostrado favorecer la diferenciación de células precursoras hacia eosinófilos y basó filos 27
. 

Hay evidencia contrastante que sugiriere que la IL-4 pudiera suprimir la diferenciación 

eosinofilica (en células mononucleares de sangre de cordón umbilical) inducida por IL-3 e 

IL-5 ". El efecto de la IL-4 en la regulación de la diferenciación eosinofllica requiere de 

más estudios antes de que pueda hacerse alguna conclusión sobre estos hallazgos. 

Únicamente en medios líquidos al día 7 de cultivo fue posible observar la inducción de la 

expresión de RNAm para IL-5 en células en desarrollo. Sin embargo, la proporción de 

células eosinofiloides en estos cultivos fue mucho menor que aquella obtenida en medio 

semi sólido, sugiriendo que los tipos celulares que expresan RNAm de IL-5 pueden ser 

distintos al de los eosinó:filos. Esto fue particularmente evidente en cultivos con medios 

liquidos al día 7, en el cual un número insignificante de células fueron clasificadas como 

eosinófilos en base a la tinción con Leukostat y análisis morfológico. Nínguna de las 

células eosinofilicas obtenidas del medio senú sólido exlul>ió expresión detectable de 

RNAm para IL-5. Esto contrasta con un reporte reciente que muestra células eosinofilicas 

en desarrollo, generadas en cultivo a partir de células mononucfeares de sangre periférica 

obtenida de donadores atópicos, las cuales expresan proteína y RNAm especifico par IL-5 

(y GM-CSF) después del reto alergénico ". 



Por otro lado, en las células eosinofilicas en cultivo no se detectó la expresión de las 

citoqinas IL-3, IL-6, IFNy, GM-CSF y eotaxina no obstante estar presentes en eosinófilos 

maduros. Las razones de esta aparente carencia de citocinas en células CD34+ derivadas de 

sangre de cordón umbilical son probablemente complejas. En nuestro estudio la explicación 

más probable de la carencia de RNAm para IL-5 y GM-CSF es que los eosinófilos 

cultivados fueron derivados de células germinales CD34+ de sangre de cordón umbilical, 

las cuales son generalmente menos diferenciadas que aquellas encontradas en ta sangre 

periférica. El estudio que mostró la expresión de RNAm para IL-5 y GM-CSF en células 

eosinofilicas se basó en el uso de poblaciones de células mononucleares más diferenciadas 

y heterogéneas de sangre periférica 14• Más aún, la diferenciación eosinofilica fue 

adicionalmente estimulada por la presencia de GM-CSF 14• Una desventaja de los sistemas 

de cultivo in vitro es que involucran una estimulación continua con concentraciones 

relativamente grandes de citocinas que son activadoras de los eosinófilos a las dosis 

empleadas y que probablemente difieran subtancialmente de aquellas concentraciones 

presentes durante la maduración eosinofilica in vivo (médula ósea). Finalmente estos 

sistemas están limitados en su capacidad para generar eosinófilos completamente 

diferenciados. De hecho, fue dificil mantener células en cultivo completamente 

diferenciadas (aquellas obtenidas a los 28 dias). El último estadio fue frágil y parcialmente 

desgranulado, presumiblemente debido a una constante exposición y activación con IL-3 e 

rRIL-Sh. 

Un corolario interesante a nuestro hallazgo de la carencia de RNAm para algunas citocinas 

(IL-3, IL-5, GM-CSF y eotaxina) es que estas citocinas pueden ser generadas por otras 

85 



células hematopoyéticas tisulares. En nuestras manos, encontramos que las condiciones de 

los cultivos semi sólidos usando metilcelulosa favorecen la generación de células 

comprometidas al linaje eosinofilico, aunque el rendimiento de células fue mucho menor si 

lo comparamos con los cultivos líquidos. 

La presencia de grandes gránulos conteniendo centros electrolúcidos, observados en los 

cortes de microscopía electrónica de eosinófilos en cultivo semi sólido al día 23, 

correlaciona con hallazgos anteriores de este tipo de estructuras dentro de los eosinófilos 

madurando en cultivo29
. Estas estructuras pueden ser similares a los "gránulos cristaloides 

inmaduros" los cuales no han condensado MBP dentro de los núcleos de los gránulos 

cristaloides característicos de los eosinófilos maduros de sangre periférica 19
•
30

. Nuestras 

observaciones sugieren que la MBP colocaliza con la IL-4 y RANTES en los gránulos 

inmaduros. La localización intragranular de la IL-4 y MBP fue moroflogícamente distinta 

en células más inmaduras recuperadas al dia 23 de cultivo, sugiriendo que la condensación 

de MBP había comenzado en los núcleos de los gránulos inmaduros, los eosinófilos en 

desarrollo han mostrado ser capaces de almacenar predominantemente la forma inmadura 

de la MBP (pro MBP) dentro de sus gránulos ". Una ulterior implicación de nuestros 

hallazgos es que el anticuerpo anti MBP (BMK-13) es capaz de reconocer la pro-MBP, 

dado que se detecta muy poca MBP "madura" en los eosinófilos en desarrollo hasta que el 

núcleo cristalino del gránulo es formado ". En un estudi? previo la pro-MBP se muestra en 

forma de anillo en la periferia de los gránulos en condensación ", de manera similar a lo 

observado en nuestras imágenes de microscopia confocal. Así parece ser que mientras la 

pro-MBP es condensada progresivamente hacia el centro de los gránulos en maduración 
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para formar una miga rica en MBP, et RANTES y la IL-4 parecen permanecer en la 

periferia de los gránulos para asociarse finalmente en la matriz de los gránulos cristaloides 

maduros. 

Nuestros hallazgos son una novedosa evidencia de la expresión de genes que codifican 

citocinas y quimocinas inmunoregulatorias en el desarrollo de los eosinófilos, así como su 

patrón de almacenamiento durante la maduración y diferenciación de estas células. Este 

estudio además amplia nuestra visión de la historia natural del eosinófilo, particularmente 

en lo que concierne a la expresión de quirnocinas y citocinas. Tales indicios podrían 

contribuir a aumentar nuestro entendimiento en la serie de eventos asociados con la 

acumulación y eventual activación de tos eosinófilos en los sitios inflamatorios. 
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CAPITULO III 

Velazquez,J.R.; Lacy,P.; Mahmudi-Azer,S.; Moqbel,R. EITects of ioteñeroo-gamma 
on mobilization aod release of eosioophil- derived RANTES. Int Arch Allergy 
Immuool 118:447-449, 19991. 

1.- Efecto del lnteñeróo gama en la movilización y liberación de RANTES derivado de 

eosioófilos 

Resumen 

Los eosinófilos sintetizan y liberan diferentes citocinas y quimocinas, incluyendo 

RANTES, un potente quimioatractante para eosinófilos y linfocitos T de memoria. La 

incubación con IFNy por periodos prolongados (> 12 h) fue capaz de activar eosinófilos e 

inducir la expresión de receptores de membrana Nuestra hipótesis es que el IFNy es capaz 

de movilizar RANTES intracelular en los eosinófilos como preámbulo a la liberación de 

mediadores. Para probar lo anterior eosinófilos de sangre periférica de gran pureza 

proveniemes de individuos asmáticos, fueron estimulamos con 500 U/mi de IFNy por 

periodos menores a dos horas. Empleando un equipo de ELISA especifico para esta 

quimocina, se detectaron 80 ± 15pg de RANTES por cada 2 x 106 eosinófilos después de 

120 minutos de estimulación. El fraccionamiento subcelular de eosinófilos en reposo (5 x 

10
7 

células) empleando gradientes de densidad, permitió detectar RANTES inmuooreactivo 

en dos compartimentos intracelulares. Después de 10 minutos de estimulación con IFNy~ la 

inmunoreactividad de RANTES estuvo confinada en los gránulos cristaloides mientras que 

a los 60 minutos el RANTES se dispersó hacia fracciones membranales ligeras. Nuestros 

91 



datos sugieren que en eosinófilos estimulados ocurre una rápida movilización y liberación 

de RANTES. Estos hallazgos señalan al IFNy como un posible activador de eosinófilos 

humanos, particularmente en el asma crónico severo o exacerbación viral de la inflamación 

asmática, donde esta citocina pudiera estar implicada. 

Introducción 

La activación de eosinófilos en la inflamación alérgica potencialmente involucra la 

liberación de hasta 19 diferentes citocinas y factores de crecimiento (revisado en 1
), que 

incluyen RANTES 2• El RANTES es una quimocina CC que in vitro actúa como un potente 

quimioatractante para linfocitos T de memoria y eosinófilos '·'. La hl,eración de RANTES 

en fluidos biológicos durante la inflamación alérgica correlaciona fuertemente con la 

intensidad del infiltrado celular inflamatorio así como, con la aparición de sintomas en la 

alergia y el asma '. Anteriores estudios han mostrado que los eosinófilos de sangre 

periférica expresan RNAm para RANTES y al parecer son capaces también de almacenar 

intracelularrnente esta proteína 2
. In vitro el IFNy induce un aumento en la transcripción y 

traducción de RANTES eosinofilico 2
• 

Nuestra hipótesis es que el RANTES intracelular en eosinófilos humanos es rápidamente 

movilizado y secretado después de que estas células han sido expuestas a IFNy, siendo este 

evento dependiente de la duración del estímulo. 

La inmunoreactividad específica de RANTES liberado por eosinófilos aislados de sujetos 

atópicos así como el proveniente de fracciones subcelulares, fue determinado mediante el 
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empleo de un equipo de ELISA_ Los sitios de almacenamiento de RANTES fueron 

eomparados con los de la proteína granular EPO. 
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Material y métodos 

Preparación de eosinóftlos 

Sangre periférica (100 mi) fue obtenida de individuos atópicos asmáticos moderados, los 

cuales mostraron una eosinofilia >5¾ sin estar recibiendo corticosteroides orales en el 

momento del estudio. Los eosinófi.los fueron purificados por selección inmunomagnética, 

como ha sido descrito previamente 6-B. 

Análisis in vitro de la liberación de RANTES derivado de eosinómos 

Eosinófilos (2 x 106 células/muestra) fueron tratados con 500 U/mi de IFNy e incubados en 

RPMI-1640 incoloro (Bio-Whittaker, Walkersville, Md.USA). Después de cada periodo de 

incubación (O - 240 minutos), las células fueron centrifugadas y utilizando un equipo de 

ELISA específico para esta citocina (Quantikine R&D Systems, Minneapolis, Minn., USA) 

con un límite de detección de 31.2 pg/ml, se determinó la inmunoreactividad de RANTES 

en los sobrenadantes. 

Fraccionamiento subcelular 

Los eosinófi.los purificados de sangre periférica (5 x 107 células) fueron pasados a través de 

un homogenizador celular con balín, obteniendo organelos celulares que fueron separados 

en un gradiente de densidad linear de Nycodenz, como ya ha sido descrito ._,. La actividad 

de EPO (empleado como un marcador enzimático de gránulos cristaloides) fue determinada 
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en cada fracción usando, 1, 1 · -trimetilen-bis (Bromuro de 4-formilpiridinio) Dioxima como 

ya ha sido descrito 6. Cada fracción fue también analizada con un equipo de ELISA 

específica de RANTES. 
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Resaltados 

El RANTES bberado de los eosinófilos estimulados con IFNy (500U/ml) fue evaluado en 

intervalos cortos de incubación (O, 10, JO, 60, 120 y 240 núnutos) usando 2 x l06 

célulasfmtervalo. Se encontró que el IFNy indujo en los eosinófilos humanos una rápida 

liberación de RANTES, alcanzando un máximo entre los 60 - 120 minutos. (Tabla 2). Los 

eosinófilos no estimulados no mostraron liberación espontánea de RANTES en el mismo 

espacio temporal. 

El análisis para EPO detectó gránulos secretorios cristaloides en fracciones provenientes de 

gradientes de Nycodenz. En eosinófilos no estimulados, el análisis para RANTES resolvió 

dos picos de actividad, uno de los cuales se sobrepuso al de EPO (Fig. 7a). Y otro que se 

sobrepuso a una región rica en membranas ligeras ( detectada por CD9 y análisis Dot Blot; 

dato no mostrado). Los eosinófilos no estimulados almacenaron aproximadamente 72 pg de 

RANTES/106 células. Después de 10 núnutos de estimulación con IFNy (500U/ml), se 

observó un cambio dramático en la distribución de la inmunoreactividad de RANTES, el 

pico más grande de RANTES fue completamente eliminado de la zona de membranas 

ligeras (Fig. 7b ), mientras alguna actividad permaneció en las fracciones asociadas a los 

gránulos. La cantidad de RANTES almacenada fue reducida un 68¾ comparada con las 

células no estimuladas (23 pg/106 células). En eosinófilos estimulados durante 60 núnutos 

con IFNy (Fig. 7C), este nivel permaneció disminuido (J5pg RANTES/l06 células; 49% 

comparado con las células no estimuladas). Interesantemente, en células estimuladas 

durante 60 minutos, el grueso de la inmunoreactividad de RANTES fue transferido a las 

fracciones asociadas a la membrana plasmática. 
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Figura 7 
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Tabla 2 

Uberacióo espontánea übenclón de RANTES 

Tiempo (mio) deRANTES lnd11dda por IFNy 

(plf.ml) (owml\ 

o 31 ±9 (2) 31±0(4) 
10 l l (1) 33 ::1: 2 (4) 
30 40 (l) 59 i: 12 (4) 
60 46 ± 2 (2) 67 ±9• (4) 
120 44 (1) so ::1: is• (4) 
240 46 (1) 45 ::1: S (4) 

Seguimiento de la liberación de RANTES inducida por IFNy en eosinófilos de sangre 
periférica provenientes de donadores atópicos asmáticos. 

El valor entre paréntesis es el número de determinaciones hechas en la misma muestra. Los 
errores están dados como ± Error estándar. 
-i,<0.05 comparado con la liberación al tiempo O. 
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1 

Discusión 

Hemos mostrado que el RANTES puede ser almacenado dentro de dos poblaciones de 

vesículas secretorias. La primera esta asociada a los gránulos cristaloides, como lo 

demuestra su colocalización con la proteína granular eosínofilica EPO, mientras la segunda 

esta constituida por vesículas secretorias de baja densidad no caracterizadas. Proponemos 

que el componente rápidamente mobilizable de RANTES esta contenido dentro de una 

vesícula pequeña que es fisicarnente distinta del gránulo cristaloide. Esto es 

complementario a un reporte anterior en donde el IFNy (l000 U/mi), después de estimular 

eosinófilos por 16 hrs, indujo RNAm específico y expresión proteica de RANTES 2 . El 

RANTES intracelularmente moviliz.ado por el IFNy es liberado de las células estimuladas a 

los sobrenadantes, como lo muestran nuestras mediciones in vitro de liberación de 

RANTES a diferentes intervalos. Estas observaciones sugieren que los eosinófilos poseen 

un mecanismo selectivo para la liberación regulada de medidores provenientes de gránulos 

cristaloides, probabfemente a través de vesículas pequeñas de baja densidad. La liberación 

selectiva de proteínas granulares de eosinófilos ha sido descrita en reportes anteriores 9. Es 

probable que el RANTES derivado de eosinófilos juegue un papel en la señalización local, 

una vez que es liberado 2. La habilidad de los eosinófilos para almacenar citocinas dentro 

de sus gránulos secretorios en fonna de mediadores preformados, tes confiere el potencial 

de regular respuestas inflamatorias locales. Estos interesantes hallazgos contribuirán a una 

mejor comprensión de la red de citocinas y quimocinas que regulan los procesos de 

reclutamiento de eosinófilos y su activación, así como sus efectos dañinos en la inflamación 

alérgica. 
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11. R,pida movilización en eosinófllos humanos del RANTES almacenado intracelularmente 

en respuesta a Interferón y 

Resumen 

En eosinófilos humanos de sangre periférica, la quimocina RANTES es transcrita, 

sintetizada y almacenada en respuesta a IFNy. En este estudio, proponemos que el 

RANTES es rápidamente movilizado de los gránulos cristaloides eosinofilicos durante la 

desgranulación inducida por agonista. Para analizar la cinética de movilización y liberación 

de RANTES (O - 240 minutos) eosinófilos purificados (>99%) provenientes de individuos 

atópicos asmáticos fueron estimularnos con SOOU/ml de IFNy. Con el fin de trazar el 

movimiento de RANTES eosinofilico desde su sitio de almacenamiento hasta su liberación, 

empleamos fraccionamiento subcelular, análisis iMlunoáureo, microscopía de barrido láser 

confocal y ELISA. El RANTES fue rápidamente movilizado (!Omin) y liberado a los 120 

minutos de estimulación (80±15pg/ml por cada 2 x 106 células). El RANTES aparentó estar 

almacenado en al menos dos compartimentos intracelulares: la matriz de los gránulos 

cristaloides ( detectada por proteína básica prindpa1 y por actividad de peroxidasa 

eosinofilica) y en pequeñas vesículas secretorias especializadas presentes en fracciones de 

membranas ligeras. Durante la estimulación con IFNy el RANTES extragranular fue 

movilizado más rápidamente que aquel de los gránulos cristaloides. Este efecto no fue 
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observado en eosinófilos tratados con IFNa, IL·3, IL·S, GM·CSF o genestina seguidos por 

IFNy. Nuestros hallazgos sugieren que después de la estimulación, el RANTES puede ser 

movilizado y liberado por desgranulación gradual, siendo probable que su transporte se 

realice a través de un conjunto putativo de vesículas secretorias pequeñas. 
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IRtroducción 

La acumulación de eosinófilos es una característica de la inflamación alérgica, 

particularmente en la mucosa de vías aéreas de sujetos asmáticos. Se cree que los 

eosinófilos son activados en respuesta a estímulos inflamatorios locales, liberando diversos 

mediadores. Estos están constituidos por productos de la explosión respiratoria, mediadores 

lípidos y proteínas granulares citotóxicas tales como MBP, y EPO 1
~ • En suma, los 

eosinófilos potencialmente sintetizan o producen hasta 18 diferentes citocinas y factores de 

crecimiento, incluyendo IL-2 '·', IL-4 ', IL-6 '·', GM-CSF •·10 y RANTES 11
·". Esta última 

proteína junto con otras ha mostrado ejercer efectos autocrinos en eosinófilos 8•
11

•
14 

El RANTES es una quimocina CC que ha mostrado ser un potente quimioatractante para 

linfocitos T CD4+/CD45RO+, eosinófilos, basófilos, monocitos/macrófagos y células 

cebadas "·". Además de los eosinófilos, RANTES es sintetizado y/o liberado por otros 

tipos celulares, como linfocitos T, plaquetas, macrófagos, células endoteliales, fibroblastos, 

células epiteliales y una línea celular de mastocitos 16
•
19.n. En humanos se encontró que la 

inyección intracutánea de RANTES indujó un marcado reclutamiento de eosinófilos, el cual 

fue más rápido en individuos alérgicos comparados con el de sujetos normales 24
. En 

estudios anteriores, RANTES ha sido implicado en reacciones de hipersensibilidad de tipo 

tardío 19
, en artritis reumatoide y en procesos inflamatorios activos 20

. En asma el RANTES 

podría contribuir a la infiltración de células inflamatorias en el tejido mucoso de vías aéreas 

durante el reto alergénico. 
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Aunque la expresión y liberación de RANTES en tejidos y en fluido de lavado bronco 

alveolar (LBA) de sujetos asmáticos en reposo e individuos normales no difiere 

significativamente 2'.26, los niveles de RANTES encontrados estuvieron elevados en LBA 

de individuos asmáticos 4 horas después del reto alérgico 17 y en fluidos nasales de sujetos 

con rinitis alérgica después del reto con un extracto de polen 28• 

En asma y rinitis el aumento en la secreción de RANTES correlaciona fuertemente con un 

número elevado de eosinófilos en tejidos. Además, RANTES ha mostrado incrementar la 

expresión de CD 11/CD 18 en monocitos 29 e inducir la liberación de histamina en basófilos 

humanos 30, sugiriendo que pudiera tener un papel en las respuestas alérgicas de tipo 

imnediato. 

Utilizando inmunohistoquímica (ICC), hibridación in situ (ISH) y ELISA se ha mostrado 

que los eosinófilos de sangre periférica expresan RNAm específico de RANTES y que las 

perlas cubiertas con suero estimulan la liberación de RANTES bioactivo 13 . En los 

eosinófilos se observó un patrón granular de tinción inrnunohistoquímica, sugiriendo que 

éstas células almacenan RANTES preformado en comportamientos intracelulares. El 

interferón y (IFNy) después de 16hrs de estimulación indujó la producción de RNAm 

específico de RANTES así como su expresión proteica en eosinófilos 13. En numerosos 

estudios el IFNy ha mostrado ser un estimulo variable para los eosinófilos 5-7,31 •33 . 

Originalmente hipotetizamos que el RANTES intracelular era secretado proporcionalmente 

al tiempo de estimulacíón con IFNy. Sin embargo, datos preliminares indicaron que el IFNy 

tuvo un efecto más rápido en la movilización de RANTES que el anticipado previamente. 

Así, proponemos que el RANTES es rápidamente movilizado desde almacenes 
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intracelulares siguiendo un patrón gradual de desgranulación. Los eosinófilos purificados 

de sangre periférica fueron obtenidos de individuos atópicos asmáticos para ser 

posteriormente estimulados con IFNy humano recombinante. La liberación de RANTES fue 

analizada en las células usando una combinación de ensayos in vitro, ELISA especifica 

para RANTES, análisis inmunoáureo, microscopia de barrido láser confocal (MBLC) y 

fraccionamiento subcelular. La localización de RANTES fue comparada con la de MBP y 

EPO conocidas proteínas de gránulos cristaloides. Nuestros hallazgos sugieren que 

RANTES como un producto almacenado en eosinófilos, es pronta y selectivamente 

liberado después de la estimulación siguiendo un patrón semejante a la desgranulación 

gradual. 
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Material y métodos 

Los equipos de detección para fosfatasa alcalina anti-fosfatasa alcalina que utilizan 

anticuerpos monoclonales murinos fueron obtenidos de Dako (Glostrup, Dinamarca). La 

adenosina trifosfato, aprotinina, Na-p-tosil-L-arginina metil éster (T AME), fluoro fenil 

metilsulfonil (PMSF), Rojo rápido TR, leupeptil, 4-metilumbeliferil N-acetil-JJ-D

glucosaminida, P---nicotinamida adenina dinucleótido (forma reducida), piruvato de sodio y 

substrato tetrarnetilbenzidina (TMB) fueron comprados a Sigma (Oakville, ON, Canada). 

La genestina fue obtenida de Calbiochem Corporation (San Diego, CA, USA). El IFNy 

humano recombinante fue donado generosamente por el Dr. Aziz Ghahary del 

Departamento de cirugía de la Universidad de Alberta. El nycodenz fue comprado a Gibco 

BRL Life Technologies, Lid (gran lsland, NY, USA). Todos los reactivos usados en este 

estudio incluyendo los medios fueron negativos para la actividad de LPS, determinada por 

el ensayo E-Toxate (Sigma). 

Preparación de los eosinófilos 

Se obtuvieron 100ml de sangre periférica de individuos atópicos asmáticos moderados con 

eosinofilia >5% y sin tratamiento oral de corticosteroides. Después de sedimentar los 

eritrocitos en dextrán aJ 5%, las células remanentes fueron sujetas a centñfugación por 

densidad en Ficoll. Los eosinófilos de la capa de granulocitos fueron purificados por 

selección inmunomagnética usando el sistema MACS (Mitenyi Biotec Gmg¡I, 

BergischGladbach, Germany). Los eosinófilos CDl6- altamente purificados (>99¾) fueron 
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obtenidos por selección negativa después de remover los neutrófilos con perlas 

inmunomagnéticas recubiertas con anti~CD16 como, ha sido descrito previamente 7 9 34
. La 

contaminación por células mononucleares y linfocitos fue evitada coincubando con perlas 

recubiertas de anticuerpos anti CD14 y CD3 (Miltenyi Biotec). 

Ensayo in vi.tro de la liberación de proteínas eosinofilicas 

Los eosinófilos humanos purificados fueron depositados en alicuotas de 2 x 106 células en 

tubos conteniendo RPMJ-1640 (Bio Whitaker, Walkersville, MD, USA) y tratados con 

500U/ml de IFNy o I0OOU/ml de IFNcx e incubados a 37ºC a diferentes intervalos. 

La reacción fue tenninada al colocar los tubos en hielo y centrifugar las células a 400g por 

5 minutos a 4ºC. El ensayo para detectar la inrnunoreactividad de RANTES en 

sobrenadantes se efectúo con un equipo de ELISA Quantikine (R & D Systems, 

Minneapolis, MN, USA) con una sensibilidad de 31.2 pg/ml. 

Para la detección de otras dos proteínas de granulos cristaloides, EPO y ~-hexosaminidasa, 

se emplearon modificaciones de determinaciones realizadas previamente. Brevemente, la 

actividad de EPO fue detenninada mezclando 50 µl de muestra con 150 µl de substrato 

TMB en microplacas de 96 pozos incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos. La 

reacción fue tenninada adicionando 50 mi de ácido sulfürico 4M y leyendo en un 

espectrofotometro de microplaca (Vmax Kinetic Microplate Reader, Molecular Device, 

Sunnyvale, CA) a 450nm. 

Para la actividad de la ~-hexosaminidasa, presente en granulos secretorios y lisosomales, se 

adicionaron 50 µl de muestra en microplacas de 96 pozos y se mezcló con 50 µl de solución 
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substrato (4-metilumbeliferil N-acetil-~-D-glucosaminida mmol en solución 

amortiguadora de citratos 0.2mol, pH 4.5 y solución triton X-100 0.1%) antes de incubar a 

37°C por I o 2 hrs. La reacción se terminó adicionando 150 mi de Tris 0.2 M enfriado en 

hielo, midiendose la fluorescencia (excitación a 360 nm, emisión a 460 nm) en un lector de 

placa Millipore CytoFluor 2350 (Millipore, Nepan, Ontario, Canada). 

Marca inmunoaurea y microscopia electrónica 

Este procedimiento fue una modificación de una técnica descrita previamente5
. 

Brevemente, las pastillas de eosinófilos aislados fueron fijadas 2 brs en formaldelúdo ( al 

2% en PBS O. IM, pH 7.4) recién preparado, para ser embebidos posteriormente en resina 

Lowicryl K4M y sujetos a un procedimiento de infiltración que involucró una disnúnución 

progresiva de la temperatura. Se cortaron secciones de plata y se recogieron en gradillas 

Formvar recubiertas de cobre. Antes del marcado, los cortes fueron bloqueados durante 10 

minutos con glicina al 0.14 % en PBS. Un bloqueo adicional de 10 minutos fue hecho con 

suero de caballo al 3%. Las gradillas fueron sumergidas por 2 hrs en una solución 

conteniendo 20 µg/ml de anticuerpo murino monoclonal anti RANTES humano (R & D 

Systems). Un bloqueo posterior fue ejecutado usando glicina al 0.14% en PBS. A fin de 

visualizar la marca inmunoreactiva incubamos las muestras durante 2 hrs con 0.5 µg/ml de 

anticuerpo de cabra anti-murino en PBS conjugado a partículas de oro (20 nm de diámetro; 

E-Y Laboratories, !ne. , San Mateo, CA, USA). Los cortes fueron lavados tres veces con 

glicina al 0.14% en PBS antes de ser enjuagadas por 3 minutos en agua destilada. En el 

caso de los controles negativos. sustituimos el anticuerpo anti-RANTES con IgG 1 murina 
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como control isotípico (20 µg/ml; R & D Systems). La tinción con tetra óxído de osmio fue 

omitida en los cortes eosinofilicos para asegurar la visualización de las partículas de oro en 

los gránulos cristaloides electrodensos. 

Doble marcado y microscopía de barrido láser confocal 

Los citocentrifugados de eosinófilos (100µ1 de 0.5 x 106 células/mi en RPMI suplementado 

con 20% de FCS) fueron procesados centrifugando laminillas en una centrifuga Cytospin 2 

(Shandon Ltd, AStmoor, Runcom, UK) (800 rpm por 2 minutos) seguida por 6 minutos de 

fijación en parafonnaldelúdo al 2% en PBS. Las laminillas fueron sujetas a proceso de 

lavado (cinco lavados TBS, pH 7.4), seguido por una hora de incubación en solución 

bloqueadora (BSA al 2%) en una cámara humidificada. Las laminillas fueron 

posteriormente incubadas durante 1 h con TBS conteniendo 5 µg/ml de anticuerpo murino 

monoclonal anti-RANTES humano (R & D Systems). La inmunoreactividad de RANTES 

fue detectada usando 20 µg/ml de anticuerpo de cabra anti murino conjugado con BODYP 

FL (Molecular Probes; Eugene, OR, USA) de acuerdo a previa optimización hecha en 

nuestro laboratorio 39• Las laminillas fueron nuevamente bloqueadas durante 2 hrs usando 

SO µg/ml de anticuerpo lgG de cabra anti-ratón (Molecular Probes), marcadas doblemente 

incubando durante 1hr con anticuerpo monoclonal murino anti-MBP humano (BMK.-13) al 

1% en TBS. La unión del BMK-13 fue detectada incubando lb en S µg/ml de anticuerpo de 

cabra anti-ratón marcado con Texas Red (Caltag Laboratories, San Francisco, CA, USA). 

Un anticuerpo IgGl murino (S µg/ml) fue usado como un control de ísotipo (R & D 
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Systems). Después de un proceso de lavado final, 1 O µI de agente anti-blanqueador (0.4% 

n-propil galato [Sigma) en glicerol: TBS 3:1) fueron aplicados a cada laminilla antes de 

eolocar un cubreobjetos. Las laminillas fueron examinadas usando un objetivo IOOX en un 

microscopio de barrido láser Leica (CLSM; Heidelberg, Gennany). Las imágenes fueron 

recolectadas y procesadas como se ha descrito previamente 7• 

Fraccionamiento subcelular 

Los eosinófilos purificados de sangre periférica fueron homogeneizados por pasaje 

repetitivo a través de un homogenizador celular con balín. resultando en la separación de 

organelos en un gradiente de densidad linear como ha sido descrito en reportes anteriores 

4
•
1º 7.9_ Brevemente, por lo menos 5 x 107 eosinófilos purificados de individuos asmáticos 

fueron suspendidos en solución amoniguadora de HEPES ( conteniendo HEPES 10 mM, 

EGTA I mM, pH 7.4) al 0.25M en suerosa enfriada en hielo y centrifugados a 4ºC. Las 

células a una concentración de 1 O - 15 x l 06 /ml fueron resuspendidas en solución 

amortiguadora de homogeneización (solución amortiguadora HEPES suerosa descrita 

arriba, complementada con IOOµg/ml de PMSF, y 5µg/ml de leupeptina, aprotinina y 

TAME, MgC12 2mM y ATP lmM) y sujetos a 10 - 20 pases a través de un homogenizador 

con balín eon una malla de 12 µm (EMBL, Heidelberg, Gennany). El homogeneizado fue 

centrifugado a 400 g por I O minutos y el sobrenadante post nuclear resultante fue colocado 

en tubos de centrifuga Beckman 14 x 89 mm UltraClear TM (Beckman, Palo Alto, CA, 

USA) eon 8 mi de gradiente linear de Nycodenz (O - 45 % Nycodenz disuelto en solución 
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amortiguadora HEPES suerosa con un cóctel de inhibidores de proteasas ). El gradiente fue 

sujeto a centrifugación por equilibrio de densidad a 100,000g durante I hr a 4ºC, fracciones 

(24 x 0.4ml) fueron recolectadas y almacenadas a-80ºC hasta su uso. 

Ensayos enzimáticos de marcadores 

Tres ensayos enzimáticos de marcadores fueron usados para obtener los perfiles de 

organelos subcelulares en las fracciones recolectadas de la centrifugación por gradiente de 

densidad. Las actividades para EPO y p-hexosaminidasa fueron determinadas en 

sobrenadantes y pastillas usando la misma técnica descrita anterionnente en esta sección. 

La actividad citosólica fue detenninada usando una modificación de un ensayo de punto 

final en microplaca 36 para deshidrogenasa láctica (LDH), en cada pozo fueron mezclados 

1 O µI de muestra con 80µ1 de una combinación de NADH a una concentración de I mg/ml y 

piruvato 0.75 mM en solución amortiguadora de fosfatos pH 7.5 seguida de 30 minutos de 

incubación a 37ºC, posteriormente se adicionaron 80 µl de 2-4 dinitrofenilhidracina a una 

concentración de 0.2 mg/ml en HCI IM y se incubó a temperatura ambiente por 20 

minutos. La reacción fue terminada adicionando 40 µl de NaOH 2.5 M y leida la 

absorbancia a 450 nm. La actividad de la membrana plasmática fue determinada por 

análisis dot-blot (vide infra) utilizando un anticuerpo anti CD9 como ya ha sido descrito 4
•
10 

7,9 
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Análisis Dot-Blot 

El análisis dot-blot fue realizado para detenninar la distribución de CD9 en fracciones 

subcelulares de eosinófilos activados y en reposo. Anticuerpos monoclonales anti CD9 

(IgG2a purificados) fueron donados gentilmente por el Dr A.R.E. Shaw (Cros Cancer 

lnstitute, University of Alberta). Un anticuerpo murino monoclonal isotipo IgG2a fue 

utilizado como control negativo para el anti-CD9 (Phannigen Canada, Mississauga, ON, 

Canada). Muestras de cada fracción (2 µ]) fueron pipeteadas en tiras de metil celulosa, 

dejadas secar y bloqueadas con polvo de leche al 5%. Las tiras de membranas bloqueadas 

fueron incubadas con anticuerpo anti-CD9 1: 1000 y después de lavados extensivos en TBS, 

pH 7.6 más Tween 20 al 0.2%, fueron reveladas usando la técnicas de tinción basada en la 

reacción fosfatasa alcalina- anti-fosfatasa alcalina (APAAP) como ha sido descrito 9
. 

Las inmunoreactividades anti-CD9 de las fracciones fueron determinadas por densidad de 

tinción usando un escaner de gel, asignando unidades arbitrarias y convirtiendo todas las 

fracciones a porcentaje de actividad total. 
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Preseotación de datos 

La bioactividad de gránulos eosinofilicos, constituyentes citosólicos y membrana1es 

posteriores al fraccionamiento celular son expresados como distribuciones de frecuencia 

como ya ha sido descrito 9
. El RANTES se mostró cuantitativamente como pg/fracción y 

pg/ml en fracciones y sobrenadantes, respectivamente. Las comparaciones estadísticas 

fueron realizadas utilizando la prueba de Mann-Whitney (de una cola) y análisis de 

varianza Kruskal-W allis de una vía. Los resultados fueron considerados significativos 

cuando p<0.05 
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Resultados 

Inmunocitoquímica usando APAAP 

Utilizando la técnica de AP AAP detectamos inmunoreactividad de RANTES en los 

citocentrifugados de leucocitos de individuos asmáticos marcados con anticuerpos 

específicos. Unicamente los eosinófilos identificados morfológicamente (no así los 

neutrófilos o los linfocitos), mostraron una mezcla de tinción granular y extragranular 

correspondiente a la inmunoreactividad de RANTES (Fig.8A). Esto parece indicar que si 

bien ~S se almacena asociándose a los gránulos cristaloides característicos de los 

eosinófilos, también puede ser encontrado en otros compartimentos intracelulares. El 

anticuerpo para control isotípico (IgGI murino) fue negativo (Fig. 8B). 

ll4 



Figura 8 
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Eooinófilo humano do un citocentrifugado do concentrado leucocitaria. (A) El oosinóiflo indicado 

por la flecha fue teilido coa anticuerpo murino moooclcmal anti-RANTES hUJNDo (20 µg/ml) 

utilizando la técnica APAAP. En este campo se pueden observar dos células sin teñir; un neutrófilo 

cm núcleo multilobulado (arriba a la izquiecda) y un linfocito (a la izquierda del oosinófílo teñido). 

(B) Cootrol do isotipo empleando anticue,po lgGI murino (20 µglml). Amplificación original IOOX 
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Liberación de RANTES seguida de la estimulación in vitro con IFNy 

Cuando se incubaron eosinófilos por periodos prolongados (hasta 24 hrs) en medios 

conteniendo IFNy humano recombinante se observó un aumento en la expresión de diversas 

citocinas eosinofilicas, incluyendo RANTES 13
. A fin de evaluar el comportamiento 

temporal de la liberación de RANTES en periodos cortos de estimulación con IFNy (500 

U/mi), se medió la cantidad de RANTES liberado en células estimuladas a los O, 1 O, 30, 60, 

120 y 240 minutos (2 x 106 células en cada caso). El IFNy indujo una rápida liberación de 

RANTES en eosinófilos humanos, alcanzando niveles máximos entre los 60 - 120 minutos 

(4 experimentos). En un experimento representativo, los eosinófilos liberaron un promedio 

de 80 ± 15 pg/ml de RANTES después de 120 minutos de estimulación con IFNy (p < 

0.005; Fig.9). La cantidad de liberación máxima vario entre 4 donadores (rango = 74.5 -

302 pg/ml). Después de 2 hrs de estimulación, la cantidad de RANTES detectada en los 

sobrenadantes disminuyó. Los eosinófilos no estimulados no mostraron una liberación 

espontánea de RANTES significativa (Fig.9A). Así, se encontró que in vitro el IFNy indujo 

una rápida liberación de RANTES en eosinófilos humanos de sangre periférica. En 

comparación la liberación de EPO fue probada en los mismos sobrenadantes y graficada 

como porcentaje de la liberación inducida a los 60 minutos de incubación a 3 7ºC con un 

agonista de maxima estimulación como lo es las esferulas de Sephadex (Pharmacia) 

recubiertas con suero, en una muestra separada. La liberación de EPO fue potentemente 

inducida por el IFNy en los primeros 60 minutos de incubación y disminuyó después de 120 

y 240 minutos de incubación. Sin embargo, debido a que la actividad de EPO no es siempre 

estable después de su liberación 37
·" también medimos la actividad de la JJ-hexaminidasa en 
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los sobrenadantes. La actividad de ta J3-hexaminidasa continuo incrementandose en los 

sobrenadantes durante la incubación continua, alcanzando valores que excedieron los 

niveles inducidos por las esferulas de Sephadex cubiertas con suero, después de 240 

minutos de estimulación con IFNy (Fig 9B). 
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Seguimiento de la liberación de RANTES, EPO y J3-hexosaminidasa en eosinófilos de sangre 
periférica inducida por 500 U/mi de IFNy humano recombinante. (A) Inmunoreactividad de 
RANTES en sobrenadantes de eosinófilos estimulados (2xl06 células/determinación) utilizando un 
equipo de ELISA. Los valores representan el promedio de tres determinaciones en un donador 
representativo, después de O, 10, 30, 60, 120 y 240 min de incubación. Una tendencia de liberación 
similar fue observada en cuatro donadores por separado. La línea punteada representa una sola 
determinación de la liberación espontánea de RANTES en eosinófilos (valores duplicados en O y 60 
min) comparado con el valor de RANTES en sobrenadantes al ín.icio del experimento, •p<0.05 
empleando análisis de varianza Kruskal-Wallis de una cola. La sensibilidad del equipo de ELISA 
utilizado fue de 31.2 pg/ml. (B) El IFNy también indujo la liberación de EPO y otros productos 
almacenados en los gránulos eosinofilicos, la f3-hexosaminidasa detectada en los mismos 
sobrenadantes de células estimuladas con IFNy es mostrada en (B) la cantidad de proteína granular 
liberada esta expresada como porcentaje de fa liberación inducida por un agonista estimulador 
máximo (perlas de Sephadex recubiertas con suero) en otro ejemplo. Los puntos y barras de error 
representan la media y Error Estándar (EE) de por Jo menos tres determinaciones. 
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Etiquetado iamunoáureo de RA NTES 

Los eosinófilos no estimulados exhibieron un patrón de tinción granular para la 

inmunoreactividad de RANTES, como lo indicó la proximidad de las panículas de oro a los 

centros granulares electrodensos (Fig. IOA y B). Este patrón de marcado inmune sugiere 

que et RANTES puede ser almacenado en asociación con los gránulos cristaloides. 

Adicionalmente, la tinción específica de RANTES se distnDuyó a través de la célula en el 

miliu extracelular (mostrada por la punta de flecha en la Fig. IOA). El control de isotipo 

mostró un fondo exiguo (Fig. 1 OC). 
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Microocopía electrónica de !I1DSmisi6n de man:aje inmunoall180 de RANTES 111 

eosinófilos no estimulados. (A) La flecha indica las partículas de oro asociadas 

con los gninulos crislaloides electrodensos, mionllaS la punta de flecha"muesllll el 

marcado inmunoall180 de ireas extragranulares. (B) Mayor aumento de otra 

célula. (C) Control de isotipo ompleaodo anticuerpo IgG I murino. Aumonto 

original (A), 9100 X; (B), 34000 Xy(C), 6900 X 
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Microscopía de Barrido Láser Confocal 

Para examinar la movilización de RANTES almacenado empleamos MBP como un 

marcador para gránulos cristaloides eosinofilicos. Usamos eosinófilos en reposo y 

estimulados con IFNy sometidos a marcado inmunofluorescente con anticuerpos 

apropiados. Las células inmuno teñidas mostraron discretas marcas rojas y verdes que 

corresponden a la inmunoreactividad del conjugado RANTES BODYPI FL (Fig. l lA) y a 

la del conjugado MBP Texas Red (Fig. l lB) respectivamente. La inmunofluorescencia 

aparece en amarillo donde los colores se sobreponen en las imágenes combinadas (Fig. 

11 C), sugiriendo que las dos proteínas marcadas colocalizan en el mismo compartimento 

intracelular. El control de isotipo exhibió una exigua inmunoreactividad después de sustraer 

la autotluorescencia como ha sido reportado previamente (dato no mostrado; 39. A mayores 

amplificaciones, los gránulos cristaloides aparecen en forma de dona con centros rojos 

(MBP del centro cristalino) rod~o por inmunotluorescencia verde correspondiente al 

RANTES de la matriz de los gránulos cristaloides (Fig. ! ID, E & F). En los gránulos las 

inmunoreactividades de MBP y RANTES sólo fueron sobrepuestas parcialmente. 

En experimentos de seguimiento temporal, los eosinófilos estimulados con 500 U/mi de 

IFNy por O, 5, 10, JO, 60 minutos y 16 hrs fueron fijados y teñidos para RANTES y MBP. 

Interesantemente, después de 10 minutos de incubación con IFNy la inmunofluorescencia 

de RANTES fue redistribuida en la periferia de las células (Fig. 111, M & O), mientras que 

el MBP permaneció dentro del núcleo de los gránulos secretorios. La inmunofluorescencia 

especifica de RANTES disminuyó visiblemente en las células después de I h de incubación 
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con IFNy, aunque la actividad de MBP fue aun detectable (Fig. I IK). Después de 16hrs de 

incubación, regreso la inmunoreactividad de RANTES, indicando que algún grado de 

remplazarniento había ocurrido (Fig. 11 L ). Estos hallazgos fueron reproducidos en 

eosin6filos de tres donadores asmáti_cos y las imágenes representan el patrón de marcado de 

la mayoria de las células en los citocentrifugados. 

Para probar la especificidad de la respuesta por IFNy, los eosinófilos fueron incubados 

durante I Omin con genestina ( 10-6 M) antes de adicionar 500 U/mi de IFNy y continuar la 

illcubación otros I O minutos. La genestina es un inlúbidor de la tiro sino cinasa de amplio 

espectro utilizada para inhibir los pasos tempranos en la ruta de señalización del receptor 

para IFNy una vez que éste se ha unido a su ligando '°. Los efectos de IFNy en la 

inmunoreactividad de RANTES fueron completamente inhibidos en células con una sola 

marca (Fig. 1 lP; una célula estimulada con marca única es mostrada para comparación en 

Fig. 110). Adicionalmente, incubamos eosinófilos con IFNa (1000 U/mi) por 10 minutos y 

encontramos que no tuvo efecto observable en la distribución de la inmunoreactividad del 

RANTES eosinofilico (Fig. 11 Q). Para examinar los efectos de IFNa y genestina en los 

eosinófilos tomarnos ventaja del numero pequeño de células requeridas por MBLC para su 

estudio. En un ensayo por separado ninguna de las IL-3 humana recombinante (25 ng/ml), 

IL-5 (10 ng/ml) o GM-CSF (10 ng/ml) indujeron liberación significativa de RANTES en 

eosinófilos después de I h de estimulación ( dato no mostrado). 
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Figura 11 

(A-C) MC de eosinófilos 
teñidos para 
inmunofluorescencia. (A) 
Eosinófilos no estimulados 
marcados con BODIPYL FL 
indicando inmunoreactividad de 
RANTES. (B) Texas Red 
correspondiente a MBP, (C) 
imágenes combinadas. 
(D-F) muestran (D) Mayor 
acercamiento de los gránulos 
cristaloides mostrando 
inmunoreactividad de RANTES 
asociada a la matriz granular. 
(E) Centros granulares rojos con 
inmunoreactividad de MBP, (F) 
imágenes combinadas de la 
misma estructura. 
(G-L) imágenes combinadas de 
RANTES y MBP en un 
seguimiento temporal, 
estimulando con 500U/ml de 
JFNy. (G) células no 
estimuladas, (H) 5 min, O) 1 O 
min, (J) 30 min, (K) 60 min y 
(L) 16 horas. (M) Menor 
aumento de las imágenes 
combinadas de eosinófilos 
estimulados durante l O min con 
IFNy. (N) Eosinófilo estimulado 
con una sola marca comparado 
con (0) 10 nún de estimulación 
(500U/ml de IFNy). (P) Efecto 
inhibitorio de la genestina 1 o"' 
mol/L adicionada 1 O min antes 
de la estimulación con IFNy. 
(Q) Célula incubada con 
lOOOU/ml de IFNa. durante 10 
min. Amplificación originales 
100 X para todas las imágenes 
excepto para (M), 63 X. 
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Fraccionamiento subcelular 

Eosinófilos (5 x 107) fueron homogeneizados y depositados en gradientes de Nycodenz (O -

45%) para su ultracentrifugación. las fracciones conteniendo organelos intactos se 

recogieron para su análisis de actividad enzimática y ELISA. Los compartimentos 

intracelulares fueron identificados en gradientes midiendo las actividades de marcadores 

enzimáticos dentro de fracciones individuales (Fig. 12). Los gránulos cristaloides 

secretorios fueron medidos usando ensayos para EPO y P-hexosaminídasa, mientras que la 

actividad de membrana plasmática fue determinada en las fracciones por análisis dot-blot 

usando anticuerpos anti-CD9. Las fracciones citosólicas fueron detectadas usando un 

ensayo de punto final para LDH. Las fracciones con actividad de membrana plasmática se 

sabe que contienen otras membranas ligeras, incluyendo compartimentos de Golgi, 

determinadas éstas por actividad de galactosil transferasa medida en subfracciones de 

eosinófilos de cobayo 41 . Hemos mostrado previamente que la pastilla producida por el 

conjunto de fracciones con pico de actividad proteica granular y que sedimenta a 

densidades altas típicamente observado en los gránulos cristaloides, esta enriquecido en 

gránulos secretorios 9. 

En eosinófilos no estimulados, la inmunoreactividad de RANTES fue detectada en al 

menos dos compartimentos intracelulares separados (Fig. 12 y 13A). El primer pico de 

actividad especifica de RANTES fue detectado por actividad de EPO y p--hexosaminidasa 

en fracciones secretorias ricas en gránulos, mientras un pico mayor se encontró asociado a 

las fracciones membranales ligeras las cuales se sobreponen con la inrnunoreactividad de 

CD9. Algo de la inmunoreactividad de CD9 fue visible en las fracciones granulares, como 
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ha sido descrito anteriormente 4•9•42 aunque su densidad óptica fue demasiado baja para ser 

detectada, sugeriendo que una pequeña cantídad de CD9 esta intracelularmente distribuida 

en el eosinófilo. Esta observación confirmó nuestros resultados de marcado inmunoáureo y 

MBLC, los cuales sugirieron que la inmunoreactividad de RANTES solamente colocaliz.a 

parcialmente en los gránulos secretorios de células no estimuladas. En este ejemplo se 

encontró que los eosinófilos no estimulados almacenaban aproximadamente 72 pg de 

RANTE.S/lcf células. 

En eosinófilos subfraccionados la estimulación con IFNy (500 U/mi) indujo un drástico 

cambio en la distribución de la inmunoreactívidad de RANTES. Esta disminuyó 

rápidamente en las fracciones asociadas a membranas ligeras después de l O minutos de 

estimulación con IFNy (Fig. 13B), mientras alguna inmunoreactividad pennaneció dentro 

de las fracciones asocíadas a los gránulos. Los eosinófilos almacenaron aproximadamente 

23 pg de actividad especifica de RANTES por cada I 06 células después de ser estimulados 

con IFNy durante 10 minutos lo que significa una reducción del 68% si lo comparamos con 

el de las células no estimuladas. Sin embargo, los eosinófilos estimulados con IFNy por 60 

minutos mostraron una marcada perdida de inmunoreactividad de RANTES en las 

fracciones correspondientes al pico de actividad secretoria granular (Fig. 13C), esta 

inmunoreactividad fue translocada a las fracciones asociadas a la membrana plasmática 

representando un 49% de la cantidad medida en células no estimuladas (35 pg 

RANTES/106 células). Estos resultados coinciden con aquellos de MBLC, en los cuales los 

eosinófilos mostraron actividad reducida de RANTES después de la estimulación con IFNy 

(Fig. 1 U, K). Cada perfil de subfraciones fue preparado en diferentes ocasiones del mismo 
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donador para pemütir la comparación del testigo y células estimuladas. Los eosinófilos 

estimulados con IFNy mostraron perfiles de actividad de EPO similares a los de células no 

estimuladas (Fig. 13). no obstante que el pico de actividad de EPO apareció disminuido 

parcialmente después de 60 minutos de estimulación con IFNy. 

126 



FiQlXS 12 

1 
'U 

.a 
'S = u 
111 

.g 
#-

50 

40 

30 

20 

10 

o 

o.o 2.5 5.0 

-RANTES 

-o- Peroa:klua eo.lnoflNca 

_._ HllllOINlminldba ~ 
-<>-CD9 
-- Deshldrogen .. 16dlca 

100 

100 

7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 

Número de Fracción 

FraOCÍOnamiento subcelular de eosinófiloa de sangre periférica {5x107) de donadores aamillticos. Las fracciones fueron recolectadas de 
gradientes Nneares de Nycoctenz (O - 45% ) y analizados para actividad de marcadores enzimáticos a fin de obtener los perfiles de los 
compartimientos subeelulares. los marcadores utilizados fueron la EPO (gránulos secretorios), la b-hexosaminidasa (gránulos sea-atorios y 

""' Usosomales), CD9 (membrana plasmática) y deshidrogenasa láctica (citosol). La cuantificación de RANTES fue hacha con un equipo de 
...., EUSA en cada una de las rraociones y expresada como pgffracdón. 
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Faaccianamiento subcelular de eosinófilos en reposo y estimulados con lFNy (5xl07 por 
hc:cianamiento). Estos experimentos fueron conducidos a diferentes tiempos usando eosinóf'dos 
cin:ulantes del mismo ckmador. La inmunoreactividad de RANTES fue determinada aa ftacciooes 
individuales can WI equipo de ELISA siendo expresada como pg/ftaccióo. Los perfiles de actividad 
de EPO scm mostrados aquí para coJ11)&raCióo. (A) Eosinófilos no estimulados, (B) eosinófllos 
estimulados con IFNy (SOOU/ml) durante 10 mio. (C) 60 min. 
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Discusión 

Hemos mostrado por primera vez que la inmunoreactividad de RANTES en los eosinófilos 

humanos esta asociada con la matriz de los gránulos cristaloides. Esto se basa en su cercana 

deposición al marcador proteico del centro del granulo cristalino MBP. lnteresantemente, 

RANTES fue además detectado en compartimentos extragranulares distintos de los 

consabidos gránulos eosinofilicos que contienen MBP y EPO. dichos compartimentos 

granulares fueron prontamente liberados en respuesta a IFNy. Proponemos que la rápida 

movilización de RANTES esta confinada dentro de un conglomerado putativo de vesículas 

secretorias pequeñas que es fisicamente distinto del granulo cristaloide. 

El perfil de la inmunoreactividad de RANTES en las fracciones de eosinófilos no 

estimulados sugiere que el pico mayor esta probablemente asociado con vesículas pequeñas 

de baja densidad las cuales a su vez poseen mayor densidad que la membrana plasmática. 

Es importante notar que estas fracciones se diferencian completamente de las membranas 

endosomales, el Golgi y la membrana plasmática 41 43• Las fracciones ligeras de membranas 

probablemente contienen estructuras vesiculotubulares previamente descritas en los 

eosinófilos 44. 

Se observó que el IFNy activó la liberación de RANTES de los eosinófilos junto con otras 

dos proteínas asociadas a los gránulos, EPO y jl-hexosaminidasa. Invariablemente, los 

niveles de RANTES en los sobrenadantes disminuyeron a niveles basales después de 240 

minutos de incubación. De manera similar los niveles de EPO se encontraron que 

disminuían después de 120 minutos de incubación (Fig 9). Estas observaciones sugieren 

que ambos RANTES y EPO pueden ser secuestrados por superficies membranales durante 
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la prueba después de su liberación. Una vez liberado el EPO es probable que se suelte de 

las superficies debido a su naturaleza altamente catiorúca (punto isoeléctrico [pi] de 10.8) 

37,ll 

En suma, RANTES es rápidamente secuestrado por los glucosaminoglicanos de las 

superficies celulares después que es secretada, lo cual alienta la adhesión y activación de 

las células que responden a esta citocina 4'. En nuestros estudios de subfraccionamiento se 

observó que la inmunoreactividad de RANTES se desplazó a un pico de muy baja densidad 

después de 60 minutos de estimulación con IFNy, ubicado a la derecha del pico de baja 

densidad de RANTES en células no estimuladas (Fig 13A y C). Este desplazamiento en la 

inmunoreactividad de RANTES sugiere que el RANTES liberado puede adherirse a los 

glicosaminoglicanos que cubren la superficie de los eosinófilos. Apoyan la poSI'bilidad de 

que los productos específicos de los eosinófilos pueden adherirse a las superficies 

membranales durante las determinaciones el aumento en los sobrenadantes de la enzima no 

cationica granular f3-hexosaminidasa (pI predicho de 5.4 a 5.9) encontrado durante la 

incubacion con IFNy (Fig 9B). 

Con nuestros estudios sobre los efectos del IFNy en la movilización de RANTES aportamos 

evidencia de la existencia de vesículas putativas pequeñas en los eosinófilos. De acuerdo a 

los datos recabados por MBLC, la inmunoreactividad de RANTES es transferida a la 

periferia de las células durante la estimulación con IFNy, presumiblemente a un 

compartimento vesicular diferente de los gránulos cristaloides. Mas aún, el perfil de 

fraccionamiento subcelular de RANTES en células estimuladas con IFNy (después de 10 

minutos) mostró que abatido mucho del RANTES asociado con fracciones de densidad 
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ligera, mientras que el RANTES asociado a los gránulos se mantuvo a un nivel equivalente 

a1 de las células no estimuladas. La observación de que el IFNy ejerce un efecto tan rápido 

en la movilización y liberación de RANTES derivado de eosinófilos fue novedosa y 

atractiva. Esto es complementario a un reporte anterior, en el cual e! IFNy (1000 U/mi) 

aumenta tanto la expresión del RNAm especifico así coma la producción proteica de 

RANTES en los eosinófilos después de l 6hrs de estimulación 13, y apoya nuestros 

hallazgos de un rápido aumento en la inmunoreactividad de IL-6 en eosinófilos humanos de 

sangre periférica 7• Después de 60 minutos de estimulación con IFNy, casi toda la 

inmunoreactividad de RANTES colocalizó en las membranas de baja densidad (resultados 

obtenidos por fraccionamiento subcelular), indicando que el RANTES asociado al gránulo 

cristaloide ha sido selectivamente removido y transportado vía vesículas secretorias 

pequeñas. 

Estas observaciones sugieren que los eosinófilos poseen un mecanismo único para la 

liberación regulada y selectiva de mediadores almacenados en los gránulos cristaloides. 

Este mecanismo sé efectue, probablemente, a través de la exocitosis de una población de 

vesículas pequeñas de densidad ligera. Tales vesículas secretorias ligeras, pueden ser 

responsables del acarreo de proteínas granulares descrito en reportes previos 46• Un patrón 

similar de desgranulación gradual ha sido propuesto in vivo, basandose en observaciones de 

microscopia electrónica de eosinófilos desgranulando 44• Estudios previos han mostrado 

que los eosinófilos llevan a cabo la desgranulación en respuesta a agonistas como la gama 

GTPyS aplicados intracelularmente 35'47, aunque los mecanismos de liberación exocítica no 

han sido completamente elucidados. Actualmente estamos investigando la identidad de las 
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pequeñas vesículas secretorias putativas para determinar su colocalización con proteínas 

eosinofilicas intracelulares conocidas. 

El IFNy es capaz de estimular a los eosinófilos in vitro, de aumentar la citotoxicidad celular 

dependiente de anticuerpo (ADCC) 31 e incrementar la expresión de FcyRIII (CDI6) 32 y 

CD69 33 . El IFNy además estimula la liberación y/o aumento de varias citocinas 

eosinofilicas, incluyendo IL-3 48, IL-6 6•7, GM-CSF 8•10 y RANTES IJ_ La expresión de 

receptores funcionales para IFNy en eosinófilos humanos de sangre periférica ha sido 

descrita recientemente 49. Estos experimentos y otros por venir aportaran más información a 

la intrigante observación de que el IFNy puede inducir cambios rápidos en la expresión de 

citocínas, aumento de receptores y liberación de mediadores en eosinófilos. 

La activación de la liberación de RANTES en eosinófilos estimulados con IFNy fue 

específica, como lo muestra la inhibición con genestina, un inhibidor de tirosina cinasa de 

amplío espectro. Esto sugiere que el IFNy actúa en esas células por medio de su receptor 

especifico el cual a su vez activa la ruta Jalc-STAT 40• Mas aun, otras citocinas como IFNa, 

IL-3, IL-5 y GM-CSF tuvieron poco o nulo efecto en la inmunoreactividad de RANTES o 

su liberación en los sobrenadantes (Fig. 1 !Q; dato no mostrado). Es poco probable que los 

efectos de IFNy fueran mediados por LPS ya que los medios de cultivo con o sin IFNy 

empleados en este estudio, fueron negativos para LPS, determinado por pruebas rutinarias 

de E-Toxate (dato no mostrado). 

Todos los eosinófilos probados en estos experimentos provienieron de sujetos atópicos. Es 

posible que los efectos del IFNy en la movilización de RANTES fueran debidos a un 

aumento en la suceptibilidad de estas células a esta citocina por un estado de sensibilización 
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previa'º. Sin embargo, también hemos detectado una inducción por IFNy en la liberación 

de RANTES intracelular, en eosinófilos obtenidos de individuos atópicos no asmáticos. 

Así, concluimos que es poco probable que la capacidad de los eosinófilos de generar una 

respuesta diferencial a IFNy sea dependiente del estatus asmático del donador. 

Estudios con seres humanos y roedores proponen que las citocinas lfüeradas durante las 

reacciones inmunes e inflamatorias sigue una dicotomia del tipo Thl y Th2 en sus 

respuestas dependiendo de la naturaleza del estimulo entregada al sistema inmune. En 

infecciones bacterianas y virales concomitantes con supresión de atopia, la liberación de 

IFNy se ha asociado a una respuesta de citocinas del tipo Thl 51•52• Por otro lado, los 

eosinófilos son relegados como células efectoras del tipo Th2 con el potencial de responder 

a citocinas del tipo Th2 no obstante estar asociadas con el fenotipo alérgico 2.53.54_ Sin 

embargo, la distini;ión entre perfiles de citocinas Th I y Th2 en la mayoría de los casos de 

infección e inflamación en humanos es poco clara. Así, mientras el IFNy inhibe 

potencialmente la maduración granulocítica y su proliferación en la médula ósea 55, los 

niveles de IFNy se incrementan en el suero de pacientes con asma severa aguda, la cual 

presenta entre otras cosas eosinofilia en pulmones y tejidos "·57• El significado de estos 

hallazgos puede ser que el IFNy tenga un papel en la regulación de la hemeostasis de 

eosinótilos, estimulando la completa maduración de estas células localmente mientras 

previene la eosinofilia excesiva, como ha sugerido Velerius et al. 31. Es tentador especular 

que el IFNy liberado por células inmunes e inflamatorias infectadas con virus, dentro de la 

mucosa aérea de individuos asmáticos, pueda contnbuir a la activación de eosinófilos 

midentes de vías aéreas durante la exacerbación viral de los ataques asmáticos 51• 
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Es probable que el RANTES eosinofilico una vez liberado, por su bioactividad, juegue un 

papel en la señalización paracrina, autocrina o juxtracrina sobre otros eosinófilos. In vitro al 

menos, esto ya ha sido demostrado 13 • Además de RANTES, los eosinófilos contienen otras 

citocinas en sus gránulos secretorios, como IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, TNFa y GM-CSF 

4.7.9,l0,59,60_ El almacenamiento de citocinas como mediadores preformados dentro de los 

gránulos secretorios y su rápida liberación posterior a la estimulación podria conferir a los 

eosinófilos el potencial para regular las respuestas inflamatorias localmente. Muchas de las 

citocinas derivadas de eosinófilos hasta ahora descritas, son producidas en pequeflas 

proporciones cuando se comparan con aquellas provenientes de otras células inmunes, 

como los linfocitos T. Sin embargo, al contrario de los eosinófilos, los linfocitos T no se 

saben que posean capacidad para almacenar citocinas. En asma por ejemplo, las citocinas 

producidas por un abrumador influjo de eosinófilos activamente desgranulando dentro de 

las vías aéreas, probablemente prolonguen la sobrevivencia de estas células y perpetúen la 

respuesta inflamatoria. Estas interesantes observaciones ampliaran nuestro conocimiento de 

las citocinas y/o red de citocinas que regulan los procesos de activación de los eosinófilos, 

de la actividad de estas células como mediadoras de eventos conducentes a la secreción de 

más citocinas, quimocinas y particulannente proteínas granulares con su reconocida secuela 

dañina en la inflamación alérgica. 
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CAPITULO IV 

Discusión 

Los mecanismos responsables para el reclutamiento selectivo de eosinófilos y linfocitos T 

en los sitios de inflamación son diversos. Sin duda la producción localizada de RANIBS en 

sitios específicos es uno de los eventos cruciales en dicho proceso. Los eosinófilos son 

potentes células efectoras en la inflamación de tipo alérgico, dada su capacidad para 

sintetizar, almacenar y liberar hasta J 9 diferentes citocinas y factores de crecimiento 270. 

El RANTES fue descrito inicialmente en linfocitos T activados., lo cual continuaba la 

tradición de colocar a estas células como orquestadores inmunológicos. Sin embargo, el 

descubrimiento de la capacidad de los eosinófilos para generar RANTES, abrió la 

posibilidad de que estas células estuvieran involucradas en procesos de regulación 

paracrina de linfocitos T y autocrina de eosinófilos. 

Los primeros intentos por establecer la naturaleza constitutiva o inducible de RANTES se 

lúcieron utilizando eosinófilos de sangre periférica de sujetos atópicos. Estos estudios 

mostraron una producción basal del RNArn de RANTES que aumentaba cuando los 

eosinófilos eran incubados con IFNy 271' 272. La forma proteica de RANTES pudo ser 

detectada en una pequeña proporción de eosinófilos que aumentaba en número cuando estas 

células eran incubadas con IFNy. Los datos anteriores apuntaban - al menos en donadores 

atopicos - hacia una generación de novo de RANTES. 

Ying y col. emplearon RT-PCR e hibridización in situ para una deten:ninación más precisa 

del porcentaje de eosinófilos productores de RANTES en donadores atópicos. Este grupo 
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encontró que únicamente el 6.8 - 10% de los eosinófilos expresaban RNAm de RANTES, 

no obstante este porcentaje aumentaba al 25% después de que las células eran incubadas 

con IFNy m. 

Hasta este punto, era patente el efecto regulador del IFNy sobre RANTES, pero el empleo 

de eosinófilos que proverúan de individuos enfermos no libraba de cierto escepticismo los 

resultados obterúdos. El advenimiento de mejores técnicas de purificación de eosinófilos, 

así como de métodos de detección de citocinas más sensibles, permitió el análisis de la 

expresión genética de RANTES y otras citocinas en eosinófilos de individuos normales. 

Los eosinófilos de donadores sanos no estimulados y estimulados con slgA, IgA, IgG y 

TNFa. en presencia o ausencia de IL-5, expresaron RNAm específico de RANfES en 25% 

de los casos probados, independientemente de la presencia o naturaleza del estimulo 127. 

Otro estudio señala que hubo expresión de RNAm de RANTES en donadores normales (l O 

de 1 l casos) pudiendo ser detectada la forma proteica de RANTES dentro y fuera de 

eosínófilos en reposo 274 • 

Los eosinófilos también pueden producir IL-4; citocina involucrada en la generación de 

linfocitos Th l y supresión de los Th2, así como en la promoción del cambio de isotipo IgE 

248• La IL4 es un débil quimioatractante para eosinófilos y quizás su papel más relevante en 

estas células sea la inducción de la expresión de la molécula de adhesión vascular 1 

(VCAM-1) en células epiteliales venosas umbilicales humanas (HUVEC) rn_ Dado que el 

reconocimiento antígeno muy tardío 4 (VLA-4) - ICAM-1 es necesario para la adhesión y 

trllIISllligración de eosinófilos a través de epitelios, que este mecanismo podría explicar la 

migración selectiva de eosínófilos en algunos sitios inflamatorios. 
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El empleo de técnicas de microscopia electrórúca con marcado inmunoáureo y 

fraccionamiento celular mostró que los eosinófilos son capaces de traducir y transcribir IL-

4 276• Más aún, esta citocina se almacena intracelulannente asociandose con los gránulos 

cristaloides eosinofilicos. In vitro la liberación de IL-4 hacia el medio externo se estimula 

con partículas recubiertas con suero276• Los eosinófilos de donadores sanos recién aislados 

o incubados en medio solo son capaces de transcn"bir y traducir IL-4 127• Debido a que la 

IL-4 no es liberada espontáneamente al medio y el tratamiento con actinomicina D reduce 

su contenido intracelular, se concluyó que es sintetizada de novo y constitutivamente 127• 

La evidencia aportada en los trabajos arriba descritos apoya la expresión constitutiva de 

RANTES e IL-4 en un buen porcentaje de eosinófilos de sangre periférica 

independientemente del estatus del donador. En el desarrollo de esta tesis tratamos de 

estudiar más a fondo la naturaleza constitutiva o inducible de la expresión de RANTES e 

IL-4 enfocando nuestra atención en la aparición de dichas citocinas durante la 

diferenciación celular de los eosinófilos. Nuestro esfuerzo por establecer un buen sistema 

de estudio para la proliferación y diferenciación eosinofilica nos condujo a la innovación de 

un método de cultivo semi sólido que emplea células CD34+ 277"279• Nuestro método de 

cultivo mostró las siguientes ventajas sobre los cultivos líquidos tradicionalmente 

empleados en estas células: 

Ausencia de contaminación con otros tipos celulares en suspensión y un alto grado de 

pureza, diferenciación y maduración eosinofilica (>90%)~ debido a que cada colonia 

teóricamente derivó de un solo progenitor eosinofilico. 
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Valiéndonos de esta metodología, que sin duda será de gran utilidad en posteriores estudios 

de ólferenciación celular eosinofilica, establecimos el patrón de producción de citocinas y 

el periodo específico de aparición para cada una de ellas en eosinófilos gestantes. No deja 

de ser interesante y sugestivo el hallazgo de que RANTES e IL-4 además de ser citocinas 

constitutivas sean de temprana aparición en el desarrollo y diferenciación eosino_filica. 

Considerando el carácter quimiotáctico de RANTES para linfocitos T y eosinófilos, 

parecería que de alguna forma los progerútores al sintetizar esta quimocina garantizarian 

una retroalimentación positiva y la cooperación o participación de otras células que 

ayudarían a amplificar o llevar a témñno el proceso de eosinopoyesis. En el caso de la IL-4 

ya contábamos con evidencia que sugería su participación en la diferenciación eosinofilica 

y basófilica 280. En nuestro sistema semi sólido observamos que la diferenciación celular es 

casi exclusivamente de eosinófilos, dejando abierta la posibilidad de que RANTES, IL-3 e 

IL-5 pudieran influir de una forma más decisiva hacia la diferenciación eosinofilica ya sea 

por acción directa sobre los progenitores o por inhibición de otras citocinas participantes. 

Es bien conocida la influencia de las citocinas IL-3 e IL-5 m-223 y ocasionalmente de la IL-

4 280 en la diferenciación eosinofilica, sin embargo nuestros resultados sugíeren que la 

combinación de citocinas IL-4 y RANTES podrian tener un peso especifico hasta ahora 

insospechado en este proceso. 

Una vez observada la naturaleza constitutiva de RANTES e IL-4 a lo largo de la ontogenia 

eosinofilica nos propusimos investigar la localización intracelular y mecanísmos de 

secreción de RANTES habida cuenta del efecto inducido por el IFNy en la producción de 

esta quimocina en eosinófilos. 
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Poco se sabe acerca de los mecanismos celulares reguladores de la producción de 

RANTES, sin embargo, el análisis de experimentos que utilizan cultivos celulares ha 

pennito el discernimiento de los siguientes factores: 

Factor viral. Células de tracto respiratorio bajo cultivadas con virus sinsicial respiratorio 

(VSR) e IFNy incrementan su producción de RANTES 284. Por otro lado en células 

epiteliales adenoides y nasales, la sola presencia in vitro del VSR fue capaz de inducir una 

respuesta de RANTES dependiente de la dosis empleada m. El virus de la influencia 

también estimula la producción de RANTES, Il.,-6 e IL-8 en células del epitelio bronquial 

286. El citomegalovirus es capaz de inducir la producción de RANTES en fibroblastos 

nasales siempre y cuando el virus este acompañado de TNFa, IL-1 o IFNy en cultivo 287• 

Factor sinergístico de las citocinas IFNy, TNFa e IL-1. La relación entre ellas ha sido 

estudiada en células del epitelio lobular proximal y en queratinocitos, encontrándose que la 

combinación de IFNy, IT.,-1 y TNFa inducen un aumento en la síntesis de novo de 

RANTES 288 . En células del músculo respiratorio liso el TNFa incrementa 

significativamente la producción de RANTES mientras el IFNy solo induce un ligero 

aumento de dicha quimocina. Sin embargo, cuando se combinan TNFa e IFNy se 

potencializa considerablemente la transcripción y traducción de RANTES en forma dosis 

dependiente 289• Un efecto sinergistco similar entre TNFa e IFNy se ha observado en 

células humanas derivadas de la conjuntiva (Wk-hc) 290. En células epiteliales de la traquea 

la acción de Il.,-1¡3, TNFa. o IFNy individualmente incrementa la producción de RANTES. 

Sin embargo, cuando se adicionan conjuntamente dichas citocinas la expresión de 

RANTES es veinte veces mayor. Este efecto no se ha podido bloquear utilizando IL-4, IL-
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10 e IL-3 291 . Las células epiteliales bronquiales expresan constitutivamente RANTES y 

esta citocina aumenta bajo la acción del TNFa 292 . En células del endotelio microvascular 

de ta mucosa (HMECs) y células del endotelio epitelial nasal (HNECs) la acción conjunta 

de TNFa e IFNy dispara la producción de RANTES en mayor grado a como lo hace la IL-1 

sola 193• En monocitos cultivados con IFNy y TNFa se induce un aumento importante de 

RANfES jugando un papel detenninante los intermediarios del oxigeno. No deja de ser 

interesante la reversión de este efecto potenciador por IL-1 O 294. 

En eosinófilos. humanos ignoramos si los factores arriba enunciados jueguen un papel 

similar, no obstante, sabemos que estas células presentan receptores funcionales para IFNy 

29', cuando los eosinófilos son cultivados en presencia de IFNy por periodos prolongados 

aumentan la transcripción y traducción de RANTES 273 y finalmente lo eosinófilos 

estimulados con IFNy adquieren un cierto grado de activación y propensión a la secreción 

296 

En este estudio elegimos eosinófilos de donadores atópicos asmáticos debido a su mayor 

disporubilidad y el IFNy como agente estimulador de la liberación (y sintesis) de RANTES. 

Nuestra hipótesis de trabajo se basó en el supuesto de que el RANTES bajo el efecto del 

IFNy además de verse afectado en su capacidad de síntesis bien podía ser movilizado 

dentro de los eosinófilos y forzado eventualmente a ser secretado al exterior. Prirneramete 

mostramos, mediante el empleo de microscopía electrónica, que el RANTES efectivamente 

se· encuentra almacenado dentro de los gránulos específicos de los eosinófilos. Nuestros 

trabajos con fraccionamiento subcelular indicaron una correlación entre el RANTES y la 

EPO, no obstante que otra fracción no asociada a EPO con actividad de CD9 de peso 
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pequeño fue evidente. Debido a esto conjeturamos que el RANTES se encuentra 

almacenado en dos sitios distintos dentro de los eosinófilos~ uno en asociación con los 

gránulos cristaloides y otro dentro de vesículas pequeñas. El empleo del IFNy como agente 

estimulante tuvo el efecto de movilizar rápidamente el RANTES granular hacia vesículas 

putativas pequeñas antes de ser liberado al exterior, como lo mostraron nuestros estudios de 

fraccionamiento subcelular de eosinófilos estimulados y los estudios de miscroscopía 

confocal con dos colores (RANTES / MBP). Basándonos en lo anterior, inferimos que la 

secreción de RANTES sigue un comportamiento de liberación gradual, muy probablemente 

selectiva, lo que de alguna manera recuerda la liberación de MBP por estas células m_ No 

deja de ser interesante que sea precisamente el IFNy (una citocina del tipo Thl) quien 

propicie una rápida liberación de RANTES eosinofilico in vitro. Aunque cabe señalar que 

en un estudio que utiliza antígenos inductores de respuestas Thl o Th2 en linfocitos 

humanos se encontró que la producción de RANTES estaba relacionada con el patrón de 

respuesta Thl. Esto se corroboró utilizando clonas de linfocitos Thl, Th2 y ThO. 

encontrando que sólo las Thl eran capaces de producir RANTES 298 . In vivo, sabemos que 

los individuos asmáticos exhiben un aumento de IFNy circulante 299, no obstante que 

diferentes trabajos señalan que el IFNy posee un efecto anti migratorio sobre los 

eosinófilos3oo.303• En nuestros estudios in vitro observamos ciertos efectos del IFNy sobre 

eosinófifos humanos, sin embargo cualquier posible relación con su símil in vivo esta por 

aclararse. 

Los eosinófilos se caracterizan por poseer una función dualista, ya sea como células 

protectoras en la respuesta inmune celular contra los parásitos, bacterias o células 
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tumorales, ya corno células efectoras en la patología concomitante al daño tisular producido 

en la inflamación crónica. 

Dada la capacidad de los eosinófilos para producir citocinas, se podría pensar en un tercer 

papel de estas células en los eventos inmunológícos, que van desde la presentación de 

antígeno a la regulación de la respuesta inmune. Este tercer papel de los eosinófilos estaría 

basado en la capacidad de producir citocinas inmunoregulatorias del tipo Th 1 y/o Th2. 

Existen intentos para clasificar a los eosinófilos basándose en la producción de citocinas; 

Larnkhioued y col., por ejemplo, reportaron la presencia de dos tipos de eosinófilos; unos 

productores de las citocinas IL-4, IL-5 e IL-10 y otros productores de IFNy 139, sin embargo 

estas observaciones no han sido corroboradas por otros laboratorios y existe la duda en el 

ánimo de muchos investigadores de una clasificación parecida ai" de los linfocitos T 304. Es 

indudable que si bien los eosinófilos no son fácilmente caracterizables basándose en un 

patrón característico de citocinas producido, estas células juegan indudablemente un papel 

regulatorio en los procesos inflamatorios en general y en los eventos alérgicos en particular 

en donde el delicado balance de citocinas producido in situ (Thl/Th2) desencadena 

diferentes respuestas estereotipadas. 
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Conclusiones 

En esta tesis se cumplió nuestro objetivo de establecer el patrón de aparición de citocinas 

en eosinófilos gestantes, proveyendo con esto evidencia adicional y contundente sobre la 

naturaleza constitutiva de las citocinas RANTES e II..-4. 

Se corroboró el almacenamiento intracelular de RANTES asociado a dos tipos de 

estructuras eosinofilicas: los gránulos característicos y un conjunto putativo de vesículas 

pequeñas. 

Se puso de manifiesto el efecto deJ IFNy en la rápida movilización y liberación del 

RANTES eosinofilico intracelular, estando este fenómeno asociado muy probablemente a 

un tipo de segregación específica y gradual. 
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Ab9tract 
Eosinophils synthesoze and re le ase a nu mber of cy
tokines and chemokines. including RANTES. o potent 
chemoatt<i!Ctant particularly for memory T cells and 
eosinoph ils. Long-term (> 12 hJ incubation with i nterfer
on-y llFN-yl has been shown to actívate eosinophils and 
induce expressio11 of membrana receptors. We hypo
thesized that IFN-y mobilizes intracellular RANTES in 
eosinophils in advance of mediator release. High1y puri
fied peripheral blood eosinophils were obtaíned from 
asthmatics and stimulated with IFN-y at 500 U/mi far 
time course analysis up to 2 h. By specific ELISA, 
RANTES was detected in su pernatants (80:t 15 pg per 
2 x 10' cellsl following 120 min of stlmulation. fmmu
noreactive RANTES in resting cells (5x 10' eosinophils) 
was detectad in two intracellular compartments in stud
ies of subcellular fractionation by density gradient cen
trifugation. After 10 min IFN-y stimuletion, RANTES im
munoreactivity was confined to crystelloid granules. 
RANTES was redistributed from secretory gran u les to 
light•membrane fractions after 60 min of IFN-y incuba
tion. Our data suggest that rapid mobilization and re
lease ol RANTES occurs from stimulated eosinophils. 
These lindings may have importan! implications for the 
role of IFN-y in activating human eosinophils, particular· 
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ly in severa chronic asthma ar viral exacerbation of 
asthmatic inflammation. where this cytokine may play a 
role. 

lntroduction 

Eosinophil activarían in allergic infl3mmation potentfal
ly involves llle relcase of up to 19 diffcrent cytokines and 
growth factors (reviewed in I], including RANTES [2}. 

RANTES is a CC chemokine and acts as a potent in vi1ro 
chemoattractant for memory T ce lis and eosinophils [3. 4 ]. 
Release of RANTES into biological íluids during allergk 
inílamma1ion correlates strongly with 1he intensity of in· 
ílammatory cell infiltrate and symptoms of allergy and aslh
ma [5 ]. An earlier study has shown that peripheral blood 
eosinophils e~press RANTES mRNA and apparentl)' ,tare 
RANTES intracellularly (2). lnterferon-·t (IFN-,1 ,1imutJ
tion. in vitro. induced upregulation of RANTES tran,crip· 
tion and translation in eosinophits [2]. 

We hypothesized that imracellular RANTES is ·rapit!I~ 
mobilized and se<:reled followíng stimulation by 1F1'-·: in" 
time-dcpendent manncr. RANTES rclease was analyz~J on 
eosinophils purified from atopk subjem using RA:-ITES
specilic ELISA and subcellular fracciona1ion. and íis "1e, of 
storagc wcre compared with the cryst:illoid granuk prm.:-m 
eosinophil peroxidasc (EPO}. 
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CHEMOKJNES 

Rapid Mobilization of Intracellularly Stored RANTES in Response to 
Interferon--y in Human Eosinophils 

By Paige Lacy, Salahaddin Mahmudi-Azer, Ben Bablitz, Stacey C. Hagen, Juan R. Ve!azquez, 
S.F. Paul Man. and Redwan Moqbel 

Th• CC ch•mokln• RANTES Is 1ynthesized, stoud, and 
upr•gu!atad In rHpon•• to lnt,rfaron-y [IFN--y) in hum•n 
perfpheral b!ood ao,rnophlls. In thls report, we propase that 
RANTES Is r1pldly moblllzad ltom aoslnophil cry1t•llold 
granulH durlng agonlst-lnduced degranulatlon. Wa stlmu· 
laud purlfied aosinophlls (>99%1 from atoplc aothmatic1 
wlth SOO Ulml IFN-y to an1lyn the klnetlcs ol moblllzatlon 
1nd raleasa of RANTES (O to 240 minutas!. W, u sed subcel!U· 
t1r fraetlonatlon, lmmunogoJd analysls, two-cotor ca nfocal 
IHer scannlng mlcroacopy (CLSM 1, and enzyme-linhd immu· 
nosorbent 11s1y [ELlSAI to trae, the movament of eosJnophil
darlvad RANTES lrom in!r1cellular stores to releua. RANTES 
w11 rapidly moblllzed {10 mlnutH) and raleuad atler 120 
minutas of s!lmulalion [80 .:1: 15 pg/mL per 2 >< 10• cellsl. 

E OSrNOPHU. ACCUMULATION is a hallmark of a!lcrgíc 
mflammation. panicularly wilhin lhc aírway mucosa of 

asthmatic subject5. Eosinophils are lhought 10 be ac1ivatcd in 
response to local in flammatory stimuli by relcasíng an arra y of 
mediators. Thcse consist of cytotoxic granule proteins such as 
majar basic protcin (MBP), eosinophil cationic protein (ECP). 
and eosinophil peroxidasc (EPO). products of respiratory burst, 
and lipid mediators.'-2 In addition, eosinophils potcntially 
synthesize or produce up to 18 differcm cytokines and growth 
factors, inctuding inter[cukin-2 (IT.-2).l-' U.·4.' U.-6.•.t granulo
cyte-macrophagc colony-stimulating factor (GM-CSF),1•10 and 
RANTES.'1-ll A number oí lhese proteins have been shown to 
cxcrt autocrine effects on eosinophils. including RANTES.1·"·" 

RANTES is a CC chemoltine, which has been shown to be a 
potcnt chemoattractam for CD4 •/CD45RO· T cells, eosino
phíl5. basophils, monocyte/macrophages, and mase cclls. 1~- 11 In 
addition to e0.1inophils. RAN1eS is synlhcsized and/or rcleased 
by a number of other ccll types, such as T cells, platelets, 
macrophages, endolhelial cells. libroblasts. epithclíal cells, and 
a mast cell line. 16-19•21 Cutancous injection of RANTES was 
found to induce mlrlccd cosínophil recruitmcnt in human 
subjecu. which was more rapid in allergic compared with 
nonnal subjects.2' In carlier srudics. RANTES has been impli
caced in dclayed-cypc hypersensitivicy rcactions 19 and in ongo
ing inHammatory proccsses in rheumatoid anhritis. 20 RANTES 
may havc a role in contributing to the infütration of inllamma
cory cells in allergcn~hallcnged airway mucosa! tissuc in 
asthma. Allhough the expression and reJease of RANTES in 
tissue and bronchoalvcol~ lavagc (BAL) fluids from rcsting 
asthmatic and nonn.al subjecu do noc differ signi licantly. 2.1.26 lhe 
levels of RANrES wcrc found to be elevated in BAL lluids 
obtaincd from asthmatics 4 hours afcer allergen challenge27 and 
in nasal tluitb obtaincd from subjccts with allergic rhíitius after 
challenge wíth a grass pallen excracc.11 lncrcased RANTES 
secrction com:latcd scrongly with c!cvated ussuc cosinophil 
numbers in bolh asthma and rhinitis. Furthennore, RANTES 
has been shown co uprcgulatc express1on of CD l 1/CD 18 on 
monocytes29 and induce hiswnine rclease from hurnan baso-

fiJood. Vol Se, No 1 IJuly 1), 1999: pp 23-32 

RANTES appeared to be stored in &t leut two lntracallular 
campartments: tha matrlx ol crystallold granules, detectad 
by majar baslc prateln and eosinophll peroxJdase actlvitiH, 
and a spaclallzad small sacretory vaaicla prnent in light 
membnne fractions. Tha a,ctragranular RANTES wu mobi· 
llzed more rapldly than that af crystallold granulas durln g 
IFN..,. atlmu!atlon. This effact was not absarved In aoslno· 
phils trHted with IFN-a, lnterlaukln-3 (IL-3}, IL-5, granulocyte
m•crophag• colony·stlmulatlng factor IGM-CSFt ar genis· 
tein followed by IFN-y. Our flndlngs suggest that RANTES 
may be mobUlud and relaand by plecameal degranulat!on 
upan stlmulation, involving transport through • putativa 
poal of 1mall sacretory vasiclu. 
e 1999 tw Th• American Socl•ty of H•matology. 

phils, ,o suggesting thac i1 may also have a role in immediate· 
typc allcrgíc responses. 

lt has prcviously been shown that pcriphcral blood eosino
phils express mRNA for and rclcasc bioactive RANTES in 
response to serum<oated beads, using ímmunocytochemistry 
[ICC), in siru hybridization (ISH), and enzyme-linlced immuno
sorbent assay (ELISA). 11 A granular patcern of immunocyto~ 
chcmical staining of eosinophils was observcd. suggesting that 
eosinophils store prcfonncd RANTES in intracellular compart· 
ments. lnterferon--i (IFN--y) was found to uprcgulatc RANTES 
:nRN A and protein expression ín cosinophils aftcr l 6 hours of 
stimulation." IFN--y has bcen shown to be a viable stimulus for 
cosinophill in a nurnber of srudics.•.7.,_;,.Ji 

We originally hypolhcsizcd lha1 intracellular RANTES was 
sccrc1ed after stimulation by IFN--y in • time-dependent manncr. 
However, preliminar;- data indicaced that lFN-)' had a more 
rapid effcet on mobi!ization of RANTES than previously 
anticipatcd. Thus, wc propase lhat RANTES is rapidly mobi
li ted from intracellular storcs in a picccmeaJ pancm of degranu
lation. Eosinophils were purilied from peripheral blood ob
tained from atopic asthmatics and stimulated with rccombinant 
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