2% |
@%‘ UNIVERSIDAD NACIONAL

T

. AUTONOMA DE MEXICO

Facultad de Medicina

INTERLEUQUINA 4 Y RANTES EN EOSINOFILOS HUMANOS:
SINTESIS CONSTITUTIVA VERSUS INDUCIBLE

T E § T §

Que para obtener el grado de:
DOCTOR EN CIENCIAS BIOMEDICAS,
AREA INMUNOLOGIA

PR ESENTA
JUAN RAYMUNDO MRODRIGUEZ

MEDlaNq

DIRECTOR DE TESIS:
DRA. MARTHA LOPEZ OSUNA

e México,D.F. 2000

2’
o



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Interleuquina 4 y RANTES en eosindfilos humanos:

sintesis constitutiva versus inducible
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Interleukin 4 and RANTES in human eosinophils: synthesis constitutive versus regulated
Abstract
Eosinophil leukocytes are non-dividing, marrow-derived, granulecontaining cells, approximately 8
um in diameter with a bilobed nucleus. Although peripheral blood eosinophils are terminally
differentiated cells and their ability to synthesize protems may be limited, recent evidence suggest
that eosinophils retain the ability to synthesize cytokines (at least 19), RANTES and IL-4 included.
There is some evidence 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 tissues or eosinophils from patients with eosinophilia.
We hypothesized that de novo synthesis of such cytokines in eosinophils, is initiated in nascent cells
during their developmeﬁt and differentiation, and that these newly synthesized 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 eosinophii
colonies, derived from purified cord blood CD34+ cells. Cytokine mRNA profiles were determined
by RT-PCR analysis in cells from days 0, 7, 14 and 28 of culture. Immunoreactivity aéainst 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
early stages of culture, discrete immunostaining was observed around the periphery but not in the
center of granular structures. By day 28, cultured eosinophil-like cells showed evidence for the
acquisition of crystalloid granule-like structure, analogous to those observed in mature pernpheral
blood eosinophils.
Additionally, we studied the mobilization of intracellularly stored RANTES in response to
Interferon gamma (IFNy) using peripheral blood eosinophils from athopic/asmathic subjects. We
used subcellular fractionation, immunogold analysis, two—color confocal laser scanning microscop)_(;

and enzyme-linked immunosorbente assay, to trace the movement of eosinophil-derived RANTES




from intracetlular reservoirs to its release. RANTES was rapidly mobilized (l.O minutes) and
released after 120 minuté; of stimulation (80 +15 pg/mi per 2 x 10° 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 specialized small secretory vesicle present in light
membrane fractions. The extragranular RANTES was mobilized more rapidly than that of
crystalloid granules during IFNy stimulation. This effect was not observed in eosinophils treated
with [FNa, {L-3, IL-5, GM-CSF or genistein follov.;ed by TFNy,

We concluded that aosinophils express and stored cytokines simuitaneously with cationic granule
proteins during the process of maturation. Thus, tht; storage of cytokines during the development of
eosinophils may be integral to the immunobiology of these cells. The results of this study suggest a
constitutive expression of RANTES and IL-4 with potential immunoregulatory functions for
maturating eosinophils. RANTES may be mobilized and released by piecemal degranulation upon

stimulation, involving transport through a putative pool of small secretory vesicles.

Ciudad Universitaria march 7, 2000
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Interleuquina 4 y RANTES en eosinéfilos humanos: sintesis constitutiva versus

inducible

Resumen

Los leucocitos eosindfilos son células terminales derivadas de la médula dsea con granulos
caracteristicos, miden 8 Lﬁn de diametro y poseen un nucleo bilobulado. A pesar de que los
eosindfilos de sangre periférica estdn completamente diferenciados y por ende su habilidad
para producir citocinas estd limitada, se ha sugerido que estas células retienen cierta
capacidad para sintetizar citocinas (19, por lo menos) que incluyen 2a RANTES e IL-4. Hay
evidencia de una expresion constitutiva de RANTES e IL-4 en eosindfilos de donadores
sanos o de individuos con diversas enfenneciades (i.e. eosindfilos de infiltrados en tejidos
inflamatorios o eosin6filos de pacientes con eosinofilia).

Hipotetizamos que la sintesis de novo de tales citocinas en los eosindfilos se inicia durante
su desarrollo y diferenciacién y que estas proteinas recién sintetizadas son glmacenadas en
los grénulos inmaduros, los que preceden a los granulos cristaloidés.

Probamos nuestra hipotesis examinando la expresién de RNAm de diferentes citocinas en
colonias de eosindfilos en diferenciacion, derivadas de células CD34+ de sangre de cordon
umbilical. Los perfiles de citocinas se determinaron por anélisis de RT-PCR en células de
0, 7, 14 y 28 dias de cultivo. No se detectd inmundreactividad contra MBP, ECP, IL-6 o
RANTES en células CD34+ recién aisladas. Los eosinéfilos en maduracion (>95%)
mostraron inmunotincidn positiva para todas estas protefnas entre los dfas 16-28. En
estadios tempranos de cultivo, se observd una discreta inmunotincidn en la periferia pero no
en el centro de los granulos. Al dia 28, las células eosinofiloides adquirieron estructuras
granulares cristaloides, similares a las observadas en eosinéfilos maduros de sangre
periférica.

Adicionalmente, utilizando eosm%;?a de sangre preriférica de individuos
atépicos/asméticos, estudiamos la mﬁﬁuctén de RANTES almacenado intracelularmente
7 ‘E*t{spleamos fraccionamiento subcelular, anélisis

A ‘;g';;" [ 5

inmunodureo, microscopia confocal de dos colores y ELISA para trazar ¢l movimiento del

en respuesta a Interferén gama (

RANTES eosinofilico de los reservorios intracelulares al exterior. EI RANTES fue

répidamente movilizado (10 minutos) y liberado después de 120 minutos de estimulacién




(80 + 15 pg/ml por 2 X 10° células). EI RANTES se observé almacenado en por lo menos
dos compartimientos ;ntracelulares: la matriz del granulo cristaloide (evidenciada por la
actividad de MBP y de EPO) y en pequefias vesiculas secretorias especializadas (presentes
en las membranas ligeras durante 1a estimulacién con IFNy). Este efecto no se observd en
cosindfilos tratados con IFNg, IL-3, 1L-5, GM-CSF o genestina seguida por IFNy.

Concluimos que los eosindfilos expresan y almacenan citocinas simultaneamente con las
proteinas cationicas durante el proceso de maduracion. Asi, el almacenamiento de citocinas
durante el desarrollo de los eosinéfilos puede ser parte integral de la inmunobiologia de
estas células. Los resultados de estos estudios sugieren una expresion constitutiva de
RANTES e IL-4 con funciones inmunoregulatorias para la maduracién de los eosinofilos.
Despuds de la estimulacién el RANTES puede ser movilizado y liberado por

desgranulacién gradual a través de vesiculas secretorias pequefias.

Ciudad Universitaria 7 de marzo de 2000
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CAPITULO I

Introduccioén

Morfologia y ultraestructura de los eosindfilos

El término eosindfilo fue acufiado en 1879 por Paul Eslich, quien observd que ciertas
células contenian nimerosos granulos intracitopldsmicos con gran afinidad por colorantes
acidos como la eosina !. Después de mas de cien afios las propiedades tintoriales de los
eosindfilos continuan siendo la piedra angular para su clasificacién celular.

Los eosintfilos son leucocitos def tipo granuiocitico que son producidos principalmente en
la médula 6sea, pasan en circulacién sanguinea un tiempo indeterminado y finalmente
migran hacia los tejidos ™. Se ha calculado que hay 100 eosindfilos tisulares por cada
eosindfilo en circulacion ', El tamafio de los eosindfilos es muy parecido al de los
neutréfilos (8p de didmetro) pero a diferencia de estos ultimos, los ¢osindfilos poseen un
nitcleo bilobulado y granulos citoplismicos distintives. En individuos sanos el porcentaje
de eosindfilos en ia circulacion sanguinea es de 0.5 - 1.5% de los leucocitos circulantes (25
- 150/mm’ en nimero absoluto), mientras que en médula dsea representan el 3.0 - 3.5% de

la poblacién celular **.

13



En el citoplasma eosinofilico coexisten diferentes granulos que podemos clasificar como:

Granulos especificos

Son estructuras membranosas esféricas u ovoides que contienen un nacleo cristalino
rodeado por una matriz menos electrodensa. Estos granulos (aproximadamente 20 por
célula) son los responsables de las propiedades tintoriales de los eosinéfilos ¢. Los granulos
especificos contienen hidrolasas, asi como la mayoria de las proteinas catibnicas distintivas
de los eosinofilos, en el nicleo cristaloide estd contenida la proteina basica principal
(MBP), en la matriz se encuentran la proteina cationica eosinofilica (ECP), la neurotoxina

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

Grinulos primarios -

Estas estructuras rodeadas por una membrana constituyen aproximadamente ef 5% de los
grénulos eosinofflicos. Su tamafio es variable, aunque por regla general son més grandes
que los granulos especificos, pero al contrario de estos carecen de un cuerpo nuclear
granular. En eosindfilos recién aislados de sangre periférica los granulos primarios son el

reservorio de la proteina cristalina de Charcot-Leyden (CLC) .

Cuerpos lipidos

Son inclusiones de 0.5 - 2 um de diametro. Dentro de ellas se encuentran contenidas las
enzimas cicloxigenasa (prostaglandin endoperoxidasa sintetasa o PGH sintetasa) * y 5

lipoxigenasa *.

1



Grénulos pequeiios

Se encuentran en eosindfilos tisulares. Son conglomerados diminutos que contienen

fosfatasa 4cida y aril sulfatasa "',

15



Receptores en easinéfilos

Los eosindfilos poseen un variado grupo de receptores capaces de reconocer

inmunoglobulinas, citocinas, proteinas del complemento y mediadores lipidos.

Receptores para inmunoglobulinas

Los eosinéfilos son capaces de expresar receptores para las inmunoglobulinas IgG, IgA,
IgD e IgE. Las estructuras moleculares precisas de algunos de estos recepteres no han sido
completamente determinadas, y con respecto al receptor de la IgE existe controversia de la

naturaleza exacta de la interaccion IgE-eosindfilo ',

Receptores para IgG (FcyR)

Los eosindfilos expresan FeyRIl (CD32) de manera limitada y aparentemente no son
capaces de expresar FcyRI (CD64) . Su relativa carencia de FcyRIH (CD16) ha sido
explotada en los métodos de purificacion de eosindfilos a partir de aislados granulociticos
dado que los neutréfilos expresan grandes cantidades de este receptor . Los eosindfilos
son capaces de unirse a las cuatro subclases de IgG ™. Su estimulacion a través de FoyRII
induce la desgranulacién y explosion respiratoria, aunque no tan violentamente como
aquella inducida por Ia IgA ', Dado que los estadios larvarios de los parasitos helmintos se
encuentran recubiertos con IgG es probable que los eosindfilos ejerzan algin mecanismo

citotoxico en este tipo de infecciones ',

16



Receptor para IgA (FcaR)

Diferentes estudios han demostrado que los eosinofilos poseen receptores funcionales de
superficic para IgA '“'® La IgA y en particular la TgA secretoria, es un potente
estimulador de la desgranulacién y liberacién de EDN en estas células. Este fendémeno
aumenta cuando los eosinéfilos son preincubados en presencia del factor estimulante de
colonias granulociticas y monociticas (GM-CSF) e Interleuquina 3 (IL-3). El FcaR de los
eosindfilos posee un mayor contenido de carbohidratos N-ligados a diferencia de los

receptores Fear que expresan los neutréfilos y macrofagos P,

Receptor de IgE (FceR)

Los eosintfilos normodensos expresan el receptor de baja afinidad para IgE (FceRIL
CD23) "B, mientras que los eosintfilos aislados de pacientes con sindrome
hipereosinofilico (SH) muestran receptores de alta afinidad para IgE (FceRI) 2 debido muy
probablemente a su estado de activacién. Por otro lado, se sabe que in vitro la estimulacion
a través de receptores FcsRII no conduce a niveles detectables de desgranulacién 7. Sin
embargo, hay evidencia que sugiere que la IgE puede actuar como cofactor en otras

respuestas eosinofilicas %,
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Receptores del complemento

Los eosinéfilos expresan cantidades apreciables de CR3 (CD11b/CD18/Mac-1) un
miembro de la familia de la f 2 integrinas. Estas moléculas de adhesién tienen al menos
dos sitios de unién que reconocen a ligandos como C3bi, ICAM-1, fibrindgeno y
polisacaridos. Los eosindfilos de sangre periférica expresan significativamente menor
cantidad de moléculas CR3 que tos neutrofilos °. Este receptor es importante en diferentes
funciones eosinofilicas, tales como la adhesién a células endoteliales *’ y la eliminacion de
esquistosomulas, ambas mediadas por anticuerpos IgE e IgG *°. La union a particulas
recubiertas con complemento a través de este receptor, es un potente estimulo para que los
eosinéfilos lleven a cabo el estallido respiratorio ® y la desgranulacién ».

Por otro lado, los eosindfilos expresan bajos niveles dei receptor CR1 (CD35), una

glicoproteina que se une al fragmento C3b del complemento 2

Receptores para citocinas

Los eosindfilos poseen receptores de alta afinidad para las citocinas IL-3, IL-5 y GM-CSF
3136 Estos tres receptores estan formados por heterodimeros (una cadena alfa mis una
cadena beta) que comparten entre si cadenas beta similares pero que poseen cada unc de
ellos diferentes cadenas alfa ***”. Asi, tenemos que los sitios de baja afinidad se forman por
la unidn de uma cadena alfa (60 - 80 kDa) cen su citocina respectiva, mientras que los sitios

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

cadenas alfa especificas >**°. 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 nimero limitado de cadenas beta, lo que a su
vez regularian Ia magnitud de la activacion eosinofilica **°.

Los eosinofilos purificados de pacientes con SH han mostrado receptores de alta afinidad
para [L-2 (CD25), lo que bien pudiera estar asociado al grado de activacién de estas células
*_Se ha sugerido que este receptor después de unirse a su ligando ([L-2), podria estimular
Ia quimiotaxis de los eosindfilos, la cual ha mostrado ser cuatro veces mas potente que la
inducida por factor activador de plaquetas (PAF) **,

Estudios recientes describen la expresion en eosindfilos de un receptor para la guimocina

40,41

eotaxina , identificada como un potente y especifico factor quimiotictico para estas

células 4%,

Receptores miscelineos

Los eosindfilos expresan receptores especificos para LTB4, PAF (con dos tipos de
afinidades), CSay C3a **

La presencia de receptores para formil metionil leucil fenilalanina (fMLP) en eosinofilos no
estd suficientemente demostrada, pero existe evidencia que hace suponer la existencia de un
sitio de baja afinidad para este péptido, el cual explicaria la respuesta eosinofilica
observada cuando se utilizan altas concentraciones de IMLP*.

Los receptores para LTB4, PAF, C5a y fMLP pertenecen a ta familia de receptores con
siete dominios transmembranales asociadas a las llamadas proteinas G *. Los receptores
eosinofilicos para CS5a pueden activar la fosfolipasa D, estimular la quimiotaxis y la

liberacién de mediadores *. De manera similar los receptores para C3a al parecer inducen
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quimiotaxis, liberz‘tcic’m de mediadores, liberacion de especies rcactivas de oxigeno e
aumento en el transporte intracelular de Ca®* *.

Los eosin6filos también son capaces de expresar CD4 el cual se encontré elevado en
pacientes con SH **°, Una probable asociacion entre la expresion de CD4 en la superficie
de los eosindfilos y la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) esta
basada en la observacion de que cuando son cultivados precursores eosinofilicos de médula
Osea humana en presencia de IL-5, éstas células son suceptibles de ser infectadas con el
virus *,

La presencia de HLA-DR ha sido reportada en eosindfilos cuttivados con fibroblastos 3T3
en presencia de GM-CSF 2. Colateralmente con esto, los eosinéfilos han mostrado actuar
como células presentadoras de antigeno relativamente débiles *.

El CD69 ha sido detectado in vivo en eosindfilos pulmonares de pacientes con neumonia
eosinofilica . Se ha podido inducir la expresion de CD69 utilizando GM-CSF en
eosinéfilos de sangre periférica en periodos cortos de incubacién (1 hr)**. Se ha sugerido
que CD69 pudiera utilizarse como un marcador de activacién en los eosindfilos de manera
similar a como ocurre en los linfocitos T **.

Los eosindfilos de sangre periférica y de poliposis nasal son capaces de expresar moléculas
CD40. La union de este receptor con su ligando induce la liberacion de GM-CSF,

sugiriendo que los eosinofilos pudieran participar en la union con células que expresan este

ligando *



La molécula Fas (CD95) ha sido identificada en eosindfilos humanos de sangre periférica.
El tratamiento con anticuerpos anti-Fas disminuye la sobrevida inducida por IL-5 y activa
Ia apoptosis en estas células **.

Otros receptores en ecsindfilos con funciones no bien definidas son CD31 ®yCD9 ¥,

Activacion de los eosindfilos

Existen diferencias morfologicas y funcionales entre los eosindfilos de sangre periférica
provenientes de individuos sanos y aquellos estimulados con citocinas ® 0 las provenientes
de sujetos con eosinofilia ©°, asma %o SH 628

En condiciones normales los eosinéfilos circulan en un estado de reposo con capacidad
limitada de respuesta a mediadores inflamatorios. La exposicién in vitre o in vive a dichos
mediadores da como resultado la preactivacién de estas células junto con un aumento en
sus funciones efectoras. Por ejemplo, una prolongada estimulacibn con mediadores
inflamatorios o una perturbacion en ciertos receptores eosinofiticos de membrana, da como
resultado la desgranulacién de proteinas almacenadas, lo que le confiere a los eosindfilos
funciones citotoxicas. Asi, el término activacién se refiere primordialmente a la transicién

de los eosindfilos de un estado de reposo a un estado presto a secretar *°,

21



Cambios morfolégicos de los eosinéfilos activados

La densidad de los eosinéfilos es la base de los métodos de purificacién que emplean
gradientes de Percoll 0 Metrizamida. Estos procedimientos permiten separar eosinofilos en
tas bandas mas bajas que corresponden a células mas densas .

Una de las caracteristicas mejor estudiada de los eosindfilos activados es su cambio de
densidad. En individuos con eosinofilia se ha observado que sus eosindfilos son de menor
densidad si los comparamos con aquellos provenientes de sujetos sin esta afeccion . Los
eosinofilos hipodensos se muestran como células vacuoladas, con grénulos disminuidos en
" tamafio pero no en numero (comparados con eosindfilos normales) *. La presencia de
eosinofilos hipodensos parece ser un fendmeno inespecifico que ocurre en cualquier
condicién eosinofilica incluyendo enfermedades alérgicas %'

Otros marcadores de activacion incluyen el aumento en el mimero y tamafio de los cuerpos
lipidos y en el nimero de granulos primarios, granulos pequefios y estructuras

12

vesfculotubulares *°, la presencia de reticulo endoplismico liso y estructuras CLC

citoplismicas 7.
En los eosinofilos tisulares, hay una marcada reduccion en el nimero de grinulos
especificos, los cuales se observan transliicidos como si hubiesen vaciado sus contenidos 2.

Por otra parte los eosindfilos hipodensos poseen mayor volumen celular que Ios eosindfilos

normodensas .
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Cambios funcionales de les eosindfilos activados

Cuando los eosindfilos excitados son extravasados hacia los tejidos, en el proceso se
activan en términos de desgranulacion y expresion de marcadores de superficie 2.

Se cree que los eosindfilos hipodensos son més activos ya que requieren de un mayor
consumo de oﬁgeno € poseen mayor citotoxicidad hacia los helmintos ® y liberan mas
LTC, después de su estimulacitn fisiologica %.

La presencia de la forma secretoria de ECP en eosindfilos, ha sido utilizada en estudios
inmunochistoquimicos de desgranulacion. Asi, el uso de EG2 un anticuerpo monoclonal que
solo reconoce la forma secretoria de ECP, intenta diferenciar entre eosinéfilos activados y

no activados ™.

Marcadores de superficie

La expresion o sobre expresion de ciertas proteinas de membrana externa se ha reportado
en eosindfilos provenientes de individuos con diferentes condiciones patologicas. Asi
tenemos por ejemplo, que en eosinéfilos aislados de lavado broncoalveolar de pacientes
con eosinofifia pulmonar tropical, muestran un fenotipo activado y aumento en la expresién
de HLA-DR y/o CDIIB/CDI8 " Otro estudio ha reportado un aumento de CD54
(ICAM-i), CD58 (LFA-3), HLA-DR y CD11b/CD11c¢/CD18, en eosindfilos de lavado

broncoalveolar de pacientes sometidos a reto alérgico segmental . No deja de ser
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interesante la observacion de que durante el proceso de aislamiento y purificacién de
eosinéfilos de sangre periférica, estas células pueden ser activadas como lo indica el
aumento en la expresion de los marcadores de superficie membranal CD35, CD66 y CD81
%

Los eosinéfilos de individuos parasitados presumiblemente liberan de su superficie una
forma secretoria del marcador CD23 (sCD23) come respuesta a la activacion inducida por
parésitos 7, ademas de mostrar un aumento de CD69, CD66 y CD81 7*.

Los eosindfilos también pueden ser activados i vitro con citocinas, por ejemplo, cuando se
utilizan IL-3 y GM-CSF se observa un aumento en CD4 y CD25 (IL-2R) 7, el empleo de
" IL-3, IL-5 o GM-CSF induce la expresion de los marcadores CD69, CD81 y CD23 7,
mientras que la JL-13 aumenta la expresion de CD69 7. En un estudio reciente donde se
utilizaron 473 diferentes anticuerpos monoclonales se pudo observar que CD69 aparecia de
nove después que los eosindfilos eran activados in vivo o in vifro, mientras que CD44
aumentaba significativamente su expresién basal en dichas células. Por otro lado,
dnicamente CD44 estuvo presente en eosinofilos hipodensos p.mvenientes de individuos

alérgicos 5.
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Los eosinéfilos como generadores de mediadores quimicos

Citocinas

Las citocinas son proteinas que juegan un papel importante en la respuesta inmune, dada su
capacidad para comunicar entre si células efectoras por medio de sefiales quimicas. Estas
sustancias han sido ampliamente estudiadas en linfocitos y células mononucleares™ !,

Se ha dado por hecho que los eosindfilos tienen una baja capacidad para producir proteinas
de novo, dado su caracter de células terminales. Sin embargo, un creciente nimero 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

quimocinas *,

Interleuguinas

-1

Es una citocina con propiedades inflamatorias que esta involucrada en la presentacion del
antigeno a linfocitos T. Es producida principalmente en monaocitos y macrofagos ®. Hay
evidencia de que los eosin6filos murinos estimulados con LPS han sido capaces de
sintetizar y liberar IL-la *. En humanos, los eosinofilos de un paciente con
hipereosinofilia pudieron transcribir, traducir y liberar al medio esta interleuquina, antes y

después de la estimulacién con ésteres de forbol °.

25



IL-2

La IL-2 es un factor esencial para el crecimiento de linfocitos T y actiia indirectamente
como un factor quimiotictico en eosindfilos humanos *. En estas ditimas células se ha
descrito una subpoblacién capaz de expresar el receptor para IL-2 (CD25) ¥ Los
eosindfilos de sangre periférica son capaces de transcribic RNAm especifico de IL-2 ¥,
mientras que la forma proteica de la misma se encontrd asociada a los granulos
eosinéfilicos en el 10% de dichas células *'. La liberacion de pequefias cantidades de IL-2
se produce después de que eosinéfilos de individuos atopicos asmiticos son estimulados

con suero homélogo ¥,

IL-3
Este factor pluripotencial de crecimiento celular fue detectado en eosindfiles tratados con
ionomicina **, FK-506 o rapamicina, aunque en el caso de estos dos Gltimos la induccién de

IL-3 va acompafiada de GM-CSF ®.

-4

La IL-4 fue descrita en 1982 como un factor que favorecia la proliferacion de linfocitos B
activados con anti-IgM *° y.que selectivamente aumentaba la produccién de IgGl en
linfocitos B activados con mitogeno °'. En 1986 la IL-4 murina fue aislada utilizando

expansion clonal * lo que permiti6 la identificacién y caracaterizacion de la IL-4 humana

93
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Actividades dela IL-4

Desde que ﬁ;e descrita por primera vez se ha identificado a la IL-4 como un coestimulador
y regulador en el desarrollo de los linfocitos B **', La IL-4 ejerce diversos efectos en
linfocitos B en reposo como son el aumento en la viabilidad y tamafio celular, junto con un
incremenio en la expresion celular de antigenos del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) clase L, receptores Fce, receptores para IL-4, antigeno CD40 Yy
la cadena p75 del receptor de IL-2 "**'%, En términos del desarroilo de anticuerpos, la IL-4
estd involucrada en la secrecién de inmunoglobulinas por parte de los linfocitos B 1%
teniendo un papel critico en ¢l cambio de clase de inmunoglobulinas '’. Especificamente,
la TL-4 causa que los linfocitos B activados secreten grandes cantidades de IgG1 murina,
IgG4 human e IgE murina y humana. E! mecanismo implicado en el cambio de isotipo
implica la accion de la IL-4 sobre una poblacion de linfocitos B, en lugar de una expansién
selectiva de una poblacién de linfocitos B previamente sensibilizados hacia un isotipo
determinado '“*'*®. Ademas 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 "%, aumenta la proliferacion de
timocitos doble negativos fetales y murinos que han sido activados con forbol miristato
acetato (PMA) "', La IL4 induce la diferenciacién de una subpoblacidn de linfocitos T
cooperadores (designados como Th2) la cual juega un papel preponderante en la regulacién
de muchos componentes de la inmunidad humoral 2. Concomitantemente, la IL-4
antagoniza la diferenciacion y fiunciones efectoras de la supoblacion de linfocitos T

cooperadores (designados como Th!) los cuales regulan la inmunidad celular “'2. En cuanto
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a las células CD8+, la [L-4 es un potenciador de la diferenciacion citolitica de los linfocitos
T, siendo mis especifica que la IL-2 en inducir reactividad de linfocitos T citoliticos
antigeno-especificos en algunos sistemas in vitro '>. Ademas de su accion sobre linfocitos,
la IL-4 ejerce efectos complejos y conflictivos en diferentes funciones de

monocitos/macréfagos '

. La IL-4 aumenta la habilidad de presentar antigeno por parte de
los macréfagos provenientes de la médula osea, asi como la expresiéon de antigenos MHC
de clase IT y la actividad tumoricida de macréfagos peritoneales. La [L-4 también estimula
la fusion de los macrofagos de médula 6sea y alveclares para formar células gigantes
multinucleadas. En contraste, la IL4 inhibe Ia formacién de colonias de macrofagos
humanos, produccion de peroxido de hidrogeno (H;0;) en monocitos y la liberacién de los
mediadores de la inflamacién factor de necrosis tumoral (TNF), IL-1, IL-8 ¥y
prostaglandinas E2 (PGE2) por parte de los monocitos activados.

La IL4 posee un conjunto de actividades sobre otras células como la de promover el
crecimiento de las células cebadas y actuar sinergisticamente con los factores estimulantes
de colonias que promueven el crecimiento de varios tipos celulares hematopoyéticos ''*. 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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-5

Esta citocina es la reponsable de regular la diferenciacién de progenitores celulares CD34+
hacia eosinofilos maduros''®. Se ha podido demostrar la presencia de RNAm especifico de
IL-5 en eosindfilos de mucosas de pacientes con enfermedad celiaco activa '*’, en
eosinofilos de sangre periférica de pacientes con SH "®, y en eosinéfilos de lavados
broncoalveolares obtenidos de sujetos asméticos ''®. La expresion de RNAm especifico

junto con la forma proteica de IL-5 ha sido reportada en eosinéfilos de pacientes con SH ''®

y en eosinéfilos de pacientes con enfermedad cardiaca eosinofitica '*°.

IL-6

La IL-6 juega un papel importante regulando la respuesta inmune debido 2 su efecto en las
funciones de linfocitos T y B ademas de ser un importante mediador inflamatorio 2!, El
RNAm de esta interlenquina se ha encontrado en eosinéfilos normodensos de donadores
sanos asi como en eosindfilos de pacientes hipereosinofilicos '**'**. El porcentaje de
células positivas para esta citocina se eleva después de la estimulacion con IFNy pero su
liberacion al medio es independiente de la presencia del estimulo. Al igual que otras

citocinas la IL-6 es almacenada en los granulos cristaloides '?.
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-8
La IL-8 es un poderoso factor quimiotactico para neutrdfilos, producida principalmente por

macrofagos'™*

. La induccion de la transcripcién, traduccion y liberacion de IL-8 se ha
conseguido en eosinofilos de sujetos atopicos/asmiticos después de que estas células fueron
estimuladas con diferentes citocinas'>. El patron de tincion para IL-8 es granular

126 1.8 estimulacion de los

sugiriendo que esta citocina es almacenada intracelularmente
eosindfilos con los quimioatractantes C5a y fMLP, pero no con PAF o quimocinas CC

induce la liberacién de IL-8 al medio'®.

IL-10

Esta quimocina es expresada constitutivamente en eosindfilos recien aislados de donadores
sanos'?’. Se ha observado que la IL-5 aumenta la capacidad de los eosinéfilos para
almacenar IL-10. Sin embargo, no existe evidencia de que los eosindfilos estimulados

liberen IL-10 al medio'*’.

IL-16

Esta quimocina que se une al CD4 y que fue conocida anteriormente como factor
quimioatractante para linfocitos se encontrd en eosinéfilos de sangre periférica después que
estas células fueron estimuladas in vitro con GM-CSF. Su immunoreactividad se ha

comprobado en ensayos bioldgicos '8,
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Factores de crecimiento

Factor de crecimiento transformante alfa (TGFa)

B en eosinofilos de polipos

El TGFa. ha sido detectado en eosinofilos de sangre periférica !
nasales %, y en eosindfilos tisulares del carcinoma esquisomatoso oral '*.. La forma
proteica de este factor se encontré almacenada dentro de los grinulos cristaloides

eosinofilicos '*2.

Factor de crecimiento transformante p (TGFp)
Se ha observado que los eosindfilos de polipos nasales tienen capacidad para transcribir y
sintetizar TGFp ', El TGFB1 ha sido localizado en eosinéfilos de pacientes con

enfermedad de Hodgkin '**.

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

Este factor es un potente mitdgeno de las células musculares lisas que contribuye a la
hipertensién pulmonar en diferentes condiciones clinicas. En un modelo animal de
hipertensién en ratas se ha detectado produccién de RNAm de HB-EGF-LGF en los
cumulos de eosindfilos localizados en las paredes alveolares. Por otro lado, los eosindfilos
de sangre periférica no han mostrado RNAm especifico, quedando abierta la posibilidad de
una posible activacién transcripcional para este factor en los sitios de reclutamiento de

eosinofilos '*°.
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Factor de crecimiento derivado de plaquetas cadena B (PDGF-B)

El PDGF-B estimula la proliferacién de numerosos tipos celulares, incluyendo fibroblastos,
células endoteliales y células del misculo liso. Utilizando hibridacién in situ se ha podido
detectar la expresion de RNAm especifico de PDGF-B en eosinéfilos tisulares de polipos
nasales provenientes de individuos asmaticos ¢, También se ha detectado RNAm que
codifica PDGF-B en eosin6filos de biopsias bronquiales de pacientes asmaticos severos.
Sin embargo, la presencia de la proteina PDGF-B en eosindfilos tisulares no ha podido ser
confirmada por inmunocitoquimica. Por otro lado los eosinéfilos de sangre periférica han
mostrado ser capaces de hibridar con la sonda especifica de PDGF-B y poseer
inmunoreactividad para PDGF-B después de que son estimulados con el ionéforo de calcio

A23187 1%,

GM-CSF

La hibridacién in sifu de eosindfilos 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 ionéforo de calcio A23187 '7. Otro estudio mostré que el GM-CSF era liberado
después de que los cosinofilos eran estimulados con Jonomicina y evidencié un efecto
autocrino del GM-CSF derivado de los eosinofilos el cual prolongé la supervivencia de
estas células %,

El RNAm de GM-CSF ha sido detectado in vive en eosinéfilos asociados a poliposis nasal
13 gt empleo de la técnica del ensayo enzimatico ligado a inmunoabsorbente {ELISA)

permitié 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 eosindfilos humanos de lavado broncoalveolar obtenidos de sujetos

asmaticos después de reto alérgico endobronquial '*°.

Interferon gamma (IFNy)

El [FNy es una importante citocina regulatoria la cual se cree esti involucrada en la
reaccion inmune contra los tumores, virus y parasitos protozoarios. Es una citocina Thl con
un amplio espectro de actividades biolégicas sobre muchos tipos de células inmunes e
inflamatorias incluyendo a los eosindfilos. El IFNyY ha mostrado inducir un aumento en la
expresion de RNAm para las citocinas eosinofilicas GM-CSF ' e [L-6 1.

Nakajima et al '* fallaron en su intento por mostrar RNAm de TFNy en eosinéfilos
obtenidos de donadores sanos en presencia o ausencia de estimulo. Sin embargo, el empleo
de la técnica de transcriptasa reversa - reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) in
situ, sugiere una subpoblacién de eosinéfilos inmunes capaces de expresar RNAm
especifico de IFNy ', Esta observacion ha conducido a la interesante proposicion de que
los eosindfilos pudieran dividirse en dos grandes grupos dependiendo del perfil de citocinas

que producen, de forma similar a la reconocida dicotomia Th1-Th2 existente en linfocitos T

139
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Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)

Esta importante quimocina antitumoral producida por células mononucleares también tiene
propiedades quimiotacticas en los eésinéﬁlos "o

La presencia de RNAm especifico de TNFa ha sido reportada en eosinofilos de sangre
periférica de sujetos normales y de pacientes con hipereosinofilia asi como en eosindfilos

141-143

infiltrantes en la enterocolitis necrosante siendo notorio el almacenamiento de la

forma proteica en los dos primeros casos.
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Quimocinas

El término “quimocinas” se empled por primera vez en 1992 ML14%14

, para agrupar a las
citocinas quimioticticas de 8 a 10 kDa con cuatro cisteinas conservadas en su secuencia de
amino4cidos. Las quimocinas poseen polipéptidos basicos que le confieren gran afinidad
por la heparina. Su actividad biologica se da a concentraciones de | 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, antigenos o microorganismos invasores
T9.141,142,145.146

La clasificacién inicial de estas moléculas se basa en la disposicién de sus cuatro cisteinas
conservadas en la cadena polipeptidica, asi como en la localizacion cromosomica de sus
genes. Sus cisteinas forman entre si unjones disulfuro caracteristicas (cysl-cys3 y cys2-
cysd) 79.147-149.

Las secuencias de quimocinas, en su mayoria, han sido obtenidas a partir de cDNA que
codifica proteinas de 92 a 125 aminoacidos de longitud las cuales son secretadas después
del rompimiento de una secuencia lider de 20 a 25 aminoécidos. En su cadena polipeptidica

presentan una region amino terminal corta (que precede a la primera cisteina) y una

secuencia carboxilo terminal larga *%.
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Las alfa quimocinas

Son aquellas quimocinas cuyas dos primeras cisteinas de la region amino terminal estin
separadas por un aminoacido (CXC). En el humano sus genes estan codificadas en el

cromosoma 4(q12-21), la mayoria de ellas tiene accién quimiotictica sobre neutréfilos pero

nulo efecte sobre monocitos 717,

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

terminal (ERLCXC: 4cido glutdmico-leucina-arginina-cisteina-X-cisteina) ™81

Sus miembros son:

GCP-2

SDF-1

PBP que es precursor de:
TG
CTAP-II1
NAP-2

ENA-78

MSGA/GRC
GRO a
GRO B
GRO y

IL-8
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Y las quimocinas CXC que no posen el motivo ERL "**%°_ A saber:

P-10
MIG
PF-4
CKal
CKa2

Las betas quimocinas

Se refiere a las quimocinas que tienen en su regién amino terminal dos cisteinas adyacentes
(CC). En los humanos sus genes se encuentran agrupados en el cromosoma 17{ql11-32).
Tienen accién quimiotictica sobre monocitos, linfocitos T, células NK y algunos
granulocitos pero no neutrdfilos ™*71*%1!  Eiemplos:

MCP-1,23,4

MIP-1 o/

RANTES

I-309

C-10

Eotaxina

FIC

CKp 6,7,8,9,11,12,13,14
HCC-1

TARC
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La investigacién 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 disposicion de las cisteinas conservadas podriamos 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 caracteristicas (cys-1 y
cys-2). Hasta ahora, la linfotactina que es quimiotactica para linfocitos pero no para
macréfagos y cuyo gene se encuentra localizado en el cromosoma 1 en humanos y ratones,

es el unico representante de esta subfamilia '*%1*

Las CX3C quimocinas

Estas quimocinas se encuentran unidas a la membrana celular y se caracterizan por poseer
tres aminodcidos entre las dos primeras cisteinas (motive CX3C) " La

Fraktalkine/Neurotactin es un ejemplo de este tipo.
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S 7

Las quimiotactinas 6Ccinas (6Ckine)

La tecnologia moderna ha permitido identificar en bases de datos gendmicos una secuencia

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

‘llamada 6Ckine la cual posee un patrén unico de 6 cisteinas conservadas; las cuatro

cisteinas caracteristicas de tas CC quimocinas més un par adicional en la region carboxilo
terminal (Ja cual presenta una longitud mis larga que el promedio). La expresidén de 6Ckine
se ha observado en humanos y raténes, donde presenta propiedades quimiotécticas para

timocitos y linfocitos T activados '**.

Receptores de las quimocinas

Las quimocinas son reconocidas por receptores con siete dominios transmembranales
(7TM) ™'lacoplados a proteinas G 8 La concentracién de quimocina necesaria para el
reconocimiento con su receptor y posterior activacion 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 especificos en determinadas células '*°. Sin embargo, la
mayoria de los receptores reconocen a mis de una quimocina y varias quimocinas se unen a
mas de un receptor, lo que le confiere una gran versatilidad al sistema de quimocinas 10 Se
ha propuesto una clasificacién de los receptores conocidos agrupandolos en cuatro clases

diferentes:
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Compartidos. Son aquellos que se unen a mas de una quimocina dentro de las familias CC
o CXC.

Especificos. 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

més recientes de receptores de quimocinas.

Receptor Quimocina

CXCR1 IL-8, GCP-2

CXCR2 IL-8, GROo/B, NAP-2, ENA-T78, GCP-2
CXCR3 IP10, Mig

CXCR4 SDR-1

CXCRS BCA-1/BLC

CCR1 RANTES, MIP-1a, MMCP-2, MCP-3
CCR2 MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4

CCR3 Eotaxina, eotaxina-2, RANTES, MCP-2, MCP-3, MCP-4
CCR4 TARC, RANTES, MIP-1a, MCP-1
CCRs RANTES, MIP-1a, MIP-1B

CCR6 LARC/MIP-3a/exodus

CCR7 ELC/MIP-3§

CCRS% 1-309

CX3CR1 Fraktalkine/Neurotactin
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Propiedades biolégicas de las quimocinas

Las citocinas quimioticticas como ya se ha mencionado deben su nombre a la que es sin
duda su caracteristica mejor conocida: la atraccién in vitro de diferentes estirpes celulares y
a la induccion de infiltrados inflamatorios en sitios préximos a la inoculacidn cuando son
inyectadas intramuscularmente en animales '*. Sin embargo, es necesario mencionar otras
actividades biologicas de las quimocinas tales como: la activacion de la desgranulacion y el
estallido respiratorio en leucocitos, la modulacién de la adhesividad de dichas células al
endotelio, la vasoconstriccién, el aumento de la permeabilidad vascular, la modulacion de
la proliferacion celular y la angiogenesis '**1%7,

Las quimocinas ejercen su accion en un espacio muy reducido, por lo que las lamadas
quimocinas fuertes tienen accién a mayor distancia que las quimocinas débiles, ain asi su
efecto estd delimitado, pues se ha comprobado que su administracion sistémica o sobre-
expresion generalizada en ratones transgénicos no siempre conduce a los efectos
fenotipicos esperados. Las quimocinas juegan un papel fundamental en la migracién de los
leucocitos de le circulacién periférica a los espacios intersticiales, 1a cual representa la
piedra fundamental del proceso inflamatorio y en donde la interaccién 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 '4&1%6!%7,
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RANTES

Definicién y caracteristicas

RANTES es una citocina quimiotictica cuyo gene es expresado en diferentes tipos
celulares inmediatamente después de la estimulacidn pero es regulada tardiamente (3 a 5
dias) en linfocitos T normales después de ser activados 3% RANTES 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 ¢l péptido sefial y de 8 kDa
después de la perdida de éste. Posee cuatro cisteinas a lo largo de sus 68 aminoécidos y no

posee sitios para N-glicosilacion 129

Produccién

La produccién de RANTES se ha detectado en diferentes tejidos y en un gran nimero de
células inmunes y no inmunes, entre las que podemos citar linfocitos T % células
epiteliales 160161 plaquetas 62, fibroblastos 19 macrofagos y células endoteliales 16418 una

linea de células cebadas ', células de! epitelio nasal '*’, células mesoteliales '**, células

comeales '® monocitos '™, biopsias bronquiales ', células del endotelio umbilical,

células del epitelio nasal, células endoteliales de la mucosa microvascular 7 astrocitomas

174

y astrocitos primarios '”, células mesosteliales peritoneales ", mucosa sinosal 7

fibroblastos sinoviales '™, eosinéfilos '**'” y queratinocitos ™.
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RANTES es un potente factor quimiotictico para eosindfilos, basofilos,

monocitos/macrofagos, linfocitos T de memoria CD4+/CD45SRO+ y células cebadas.

Actividades biolégicas de RANTES

La mayoria de los tejidos adultos contienen células positivas para RANTES. Sin embargo,
la expresion de esta quimocina aumenta dramaticamente en los sitios inflamatorios 17
Debido a que RANTES es un factor quimiotactico para éosindfilos se le ha asociado con el

reclutamiento de estas células en las vias aéreas de individuos asméticos sometidos a reto

180 18]

alergénico ", en el asma alérgico, en la inflemacién cutinea ~, en el rechazo en
trasplantes de pulmén " y en enfermedades de la piel y mucosa oral '**.

Ademas de la funcién quimiotictica, RANTES muestra otras actividades biolégicas como:
RANTES y MIP-1a aumentan la produccién de IgE e IgG4 debido a la estimulacién de
sIgE+ y sIgG4 en linfocitos B '**, abre canales de Ca® y activa canales de K* en la linea de
eosindfilos Eo-1 a través de la activacion de proteinas G *® e intensifica la adhesién de los
eosindfilos a epitelios sin aumentar la expresion de P2 integrina '™, No se descarta su
participacion en la supresion de la replicacién del HIV '¥7%,

RANTES junto con MCP-1 y MIP-1q liberan histamina de baséfilos humanos, asi como de
células cebadas de ratas y ratones. Las citocinas MIP-1c, MIP-1B, RANTES y MCP-1 son

capaces de coestimular la proliferacién de linfocitos T purificados y clonas de estos. /n

vitro inducen la produccién de IL-2 en presencia de anticuerpo monoclonal anti-CD3 '*.
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Por otro lado son capaces de generar células citoliticas CHAK (CC chemokine activated
killer}).

RANTES al igual que otras citocinas CC e IL-2 pueden inducir la proliferacion y activacion
de células NK '™, Ya en alguna parte sefialabamos que IL-5, IL-3, GM-CSF, TNFa y

RANTES inducen desgranulacién en eosinéfilos '*,

Regulacién de RANTES

Como ya se ha mencionado, son diversas las células capaces de producir RANTES, sin
embargo la expresion de esta citocina se ve incrementada en aquellos sitios donde se
desarrolla activamente un proceso inflamatorio '™ .

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

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

sintesis: factor viral y factor sinergistico de las citocinas IFNy, TNFou e IL-1 /™.
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CULTIVOS DE EOSINOFILOS

En los inicios de los estudios de diferenciacion celular se establecié 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 sélidos ?*17%. Mas aGn el metodo de
cultivo que utiliza linfocitos purificados con subsecuente eliminacion de monocitos sugiere
que lz célula formadora de colonia es no adherente, no fagocitica y morfologicamente
indistinguible de un linfocito '*¢'%",

Cuando las células humanas de progenitores hematopoyéticos son cultivadas en agar, son
capaces de formar diferentes tipos de colonias 1#1%%198-202,

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

18 Asi, el empleo de un medio condicionado con sustancias

de eosindfilos y de monocitos
liberadas por células pancreiticas en cultivo mas suero fetal bovino (FCS) favorecio la
expresion de colonias eosinofilicas y de monocitos **.

Considerando la fuente de precursores eosinofilicos podriamos dividir los métodos de

cultivo de eosinofilos de la siguiente manera:



Cultives de médala dsea

La capacidad de la médula 6sea para generar continuamente células pluripotenciales, la
coloca como fuente confiable de precursores eosinofilicos siendo la fraccion de céluias
mononucleares la que alberga la mayor cantidad de células indiferenciadas 2%

En los intentos por cultivar eosinéfilos a partir de células ﬁnononucleares de médula dsea se
ha observado que Ia sola presencia de [L.-5 en medios liquidos y semisolidos induce la
generacion de células eosinofilicas inmaduras a las dos semanas, concomitante a monocitos
y neutrofilos indiferenciados 2.

Er medios liquidos la sola presencia de IL-5 induce una diferenciaciéon y proliferacién
selectiva de eosinéfilos del 72% del total de células a las tres semanas *'° o del 71% a las
cuatro semanas de cultivo *''. Debido a que las células restantes estan constituidas por
monecitos, baséfilos y neutrofilos se puede argumentar que si bien la IL-5 induce
diferenciacion y proliferacion selectiva de eosindfilos, esta no es exclusiva de esa estirpe
celular 2'®*!! Por otro lado la capacidad eosinopoyética de Ia 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 semisdlide no se incrementé el mimero de colonias
eosinofilicas mas alla de lo observado bajo la accién de IL-3 y/o GM-CSF 2.

No obstante que la IL-3 y el GM-CSF inducen diferenciacion de eosinéfilos, la IL-5

211,213

muestra una mayor selectividad eosinopoyética . Mas ain, en cultivos secuenciales

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

5 213’

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

212213

Cultivos de sangre de cordén umbilical

Aunque no tan rica en células precursoras, la sangre de cordén umbilical posee suficientes
progenitores en la fraccion de células mononucleares que bajo Ia accion de IL-5 se
diferencian a eosinéfilos, basofilos, neutrofilos y macréfagos *''. La IL-3 también
influencia la diferenciacion hacia eosindfilos pero en menor medida que Iz IL-5 y es mis
notorio su efecto sobre la diferenciacion de basofilos 214215,

Las células mononucleares obtenidas de sangre de cordén umbilical cultivadas en medio
liquido fueron capaces de diferenciarse a cosindfilos (mielocitos, metamielocitos y formas
maduras) bajo la sola presencia de IL-5, este rendimiento fue suficiente para tealizar un
estudio de MBP y proMBP *'°, Las células mononucleares de cordén umbilical mostraron
una diferencia selectiva hacia eosindfilos bajo la accion de la IL-5 obteniéndose un maximo
a las 3 semanas (81 - $1% de eosindfilos inmaduros). Por otro lado, la IL-3 dio origen a
mielocitos eosinofilicos (50 - B0%), neutréfilos, macréfagos y basdfilos. Los mielocitos
eosinofilicos desarrollados en presencia de IL-3 fueron indistinguibles de aquellos
desarrollados en la presencia de IL-5. Los eosinéfilos maduros fueron muy raros 2.

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

I.-3 e IL-5 generaron eosinéftlos con una pureza de 90% (no mencionandose su grado de

madurez) que presentaron marcadores de membrana (Fcyll y CR1) y propiedades
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funcionales {quimiotaxis a PAF, citotoxicidad, contenido de EPO y adherencia basal)

similares a los eosinéfilos de sangre periférica *'*.

Cultivos de sangre periférica

Las células mononucleares de sangre periférica de individuos sanos o asméticos, al ser
cultivadas en medio liquido o semi sélide bajo la accion de IL-3, IL-5 y GM-CSF, son

capaces de diferenciarse hacia eosinéfilos 2'*%%,

Cultive de células CD 34+

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

hematopoyético esta restringida a células progenitoras primitivas de todos los linajes %%

m
El porcentaje de células CD34+ varia enormemente, asi tenemos que en médula ésea su
porcentaje varia de 1 - 3% | en sangre de cordén umbilical es de entre 0.3 - 2% 54
mientras que en sangre periférica de individuos normales solo del 0.01 - 0.1% de leucocitos

circulantes lo poseen ®’. Las celulas CD34+ han sido utilizadas en trasplantes autélogos

236,237 238-240

, como agentes potenciales en la terapia génica y como célufas generadoras de
eosinéfilos en cultivos celulares'®.

Las células CD34+ han mostrado capacidad multipotencial al ser cultivadas en
metilcelulosa bajo la presencia de IL-3, GM-CSF o eritropoyetina **'. En un estudic mas

elaborado no se observaron diferencias fenotipicas en la heterogeneidad del marcador
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CD34+ de células provenientes de médula 6sea o sangre periférica 32 Las células CD34+
individuales no fueron capaces de generar eosindfilos bajo la scla presencia de IL-5 _Sin
embargo cuando células CD34+, CD33+ provenientes de médula 6sea son incubadas en
medio liquido en presencia de G-CSF o IL-3 y posteriormente transferidas 8 medio semi-
sélido con IL-5, se observa la formacién de colonias de eosindfilos. Lo mismo sucede con
células CD34+, CD33- preincubadas con IL-3 y posteriormente transferidas a medio semi
sélido conteniendo IL-5. Estas colonias alcanzan un 6ptimo desarrollo a los 15 a 20 dias y
consisten exclusivamente de eosindfilos maduros *%*,

Otro estudio sefiala 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
eosin6filos. No obstante cuando se adiciona IL-5 a cultivos que poseen IL-3 y GM-CSF, se
observa un efecto aditivo en la formacién de eosindfilos aunque no significativo. Sobresale
el hecho de que la IL-5 aumenta el porcentaje de colonias de eosindfilos puros 16 Un
procedimiento similar utilizando medio liquido se ha empleado para estudiar la expresion

génica de proteinas caracteristicas de eosinéfilos 2.
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Actividad biolégica de los eosinéfilos

Los eosin6filos pueden vertir el contenido de sus granulos hacia el exterior utilizando

cualquiera de los siguientes fenbmenos 0 mecanismos:

Necrosis

Este término que se refiere a fa muerte celular aparece con frecuencia en los focos
inflamatorios donde los eosindfilos muestran centrafizacidn de sus grinulos, pérdida de la
integridad de la membrana granular y plasmatica y lisis nuclear ***,

La sola liberacién de los granulos eosinofilicos intactos o de su contenido a los intersticios
puede provocar efectos toxicos. Estos eventos han sido bien documentados en piel de
pacientes con SH y penfigoide bulboso ** y son consistentes con la observacién frecuente
de desgranulacidn masiva con pocos eosintfilos intactos que se observa en biopsias de
inflamacion eosinofilica vigorosa asociada a diferentes enfermedades 2. Este proceso es

contrario a la apoptosis en donde no hay pérdida de la integridad membranat 724,

Secrecién granular

Esta es la mejor caracterizada de las formas de secrecion. El proceso involucra la fusién de
los granulos con la membrana plasmaitica celular liberando al exterior su contenido (matriz

y nicleo granular). Alternativamente, los granulos pueden fusionarse intracitopldsticamente
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en grandes cimaras de desgranulacion, las cuales se abren al exterior de la célula a través
de poros. Esta forma clasica de desgranulacion esta bien documentada en la desgranulacion
anafilactica de células cebadas y basofilos **®. Este mecanismo esta presente ¢n cosindfilos
de pacientes con enfermedad intestinal inflamatoria o con infecciones tisulares invasivas
* Por otro lado este tipo de desgranulacién no es muy comin en los focos inflamatorios

eosindfilicos.

Desgranulacién gradual

Se le llama asi al proceso mediante el cual tas vesiculas con proteinas granulares geman de
un granulo secundario resultando en su vaciamiento gradual. Se ha podido observar una
amplia gama de morfologias que van desde la pérdida del nicleo granular, pérdida parcial o
total del compartimento de la matriz granular hasta un total vaciado del contenido de los
grénulos 2

De acuerdo con estudios hechos en biopsias de tejido duodenal de pacientes con
gastroenteritis eosinéfilica, los eosindfilos secretan MBP siguiendo este mecanismo.
Utilizando técnicas de marcado inmunoéureo, ha sido posible localizar MBP en extensas
formaciones citoplismicas membranosas y vesiculares, revelando nicleos granulares
vacios. Adicionalmente no se ha podido identificar EPO o ECP en estas estructuras,
concluyéndose que los eosindfilos secretan selectivamente MBP & través de un proceso de

desgranulaci6n regulada sin fiberacion de proteinas contenidas en Ia matriz granular %!,
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Funcién de los eosindfilos

Los eosinéfilos, debido a su peculiar proceder, por un tiempo no contaron con la atencion
de los investigadores, al contrario de sus parientes cercanos: el polimorfonuclear (PMN)
neutrofilo y basofilo. A principios de este siglo se pensaba que los eosindfilos tenian un
papel protector removiendo detritus y destoxificando tejidos en enfermedades alérgicas y
granulomatosas **?. A mediados de siglo XX se les atribuy6 alguna participacién en el

efecto de la histamina y en la presentacién de antigeno para la sintesis de anticuerpos 3,

Otros posibles papeles incluyeron la reparacion de tejidos como el Wtero B4 como
acelerador de los mecanismos de restauracion después del trauma ** y en la degradacion de

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

pudieran atemperar el proceso alérgico 2%

Eosinéfilos y parasitosis

En la Gltima parte de la década de 1970 ia observacidn de que los eosindfilos o las proteinas
contenidas en sus granulos eran téxicos para larvas de parasitos helmintos 7 condujo a la
muy difundida creencia de que el papel teleologico de los eosindfilos era la defensa del
hospedero contra los gusanos.

El aumento en el nimero de eosindfilos tisulares y en circulacidn junto con una elevacién
en los niveles de IgE total y especifica de parasitos, asi como la presencia de mastocitosis
son consideradas marcas distintivas de infeccibn por gusanos pardsitos, especialmente

durante sus fases de migracion larvaria *%
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Esta por aclararse si lo anterior obedece a una mera patologia de la infeccién o a una

respuesta protectora.

Eosinéfilos y enfermedades

Las cuentas de eosintfilos en sangre periférica representan el balance entre el grado de
eosinfilos que migran de la médula ésea y los que ingresan a los tejidos. Recordemos que
los eosinéfilos son células primordialmente tisulares. El nimero de eosindfilos considerado
como normal es menor a 0.4 x 10°/L siendo mas elevado en neonatos *®. Las cuentas de
eosindfilos varian con la edad, hora del dia, ejercicio y medio ambiente. Los eosintfilos
presentan variaciones circadianas siendo su niimero menor durante el dia y mayor por la
noche. Esto probablemente esté relacionado con las variaciones diurnas de cortisol, el cual
se eleva por las mafianas ¢!,

Las causas més comunes de eosinofilia en el tercer mundo son las infecciones por parésitos
helmintos, mientras que en paises desarrollados son las enfermedades atopicas alergicas y
el asma 2%,

Es evidente que los eosinéfilos son Ia fuente de muchas citocinas las cuales estan
consideradas como factores homeostaticos més que proinflamatorios. Sin embargo, no hay

duda que los eosindfilos pueden causar dafios tisulares severos en ciertas circunstancias.
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Eosinéfilos y asma

Durante muchos afios se ha reconocido que existe una estrecha relacion entre los
eosindfilos y las enfermedades alérgicas. En el asma atopico y no atopico hay un aumento
en el mimero de eosindfilos circulantes, aunque esta elevacion no es tan pronunciada como
la observada en otras enfermedades eosinofilicas '*. Algunos estudios han encontrado un
correlacion entre el asma o rinjtis y el nimero de eosindfilos hipodensos en la sangre
periférica ®.

La habilidad de los eosindfilos para generar un conjunto de mediadores proinflamatorios,
en particular las proteinas granulares citotdxicas como la MBP, ha llevado a [a hipétesis de
que el asma es una enfermedad inflamatoria activa de la mucosa, cuyo principal
componente es el dafio tisular causado por mediadores derivados de los eosindfilos 22,
De hecho, los eosinofilos contribuyen en mucho a la inflamacion asociada con el asma,
pues se ha observado que la exposicién in wirre con ECP o MBP a concentraciones
similares a las encontradas en el esputo de individuos asmaéticos causa disfuncién ciliar y
desprendimiento de células epiteliales *. Se cree que el daiio y/o pérdida de las células
epiteliales se cree que es responsable del desarrollo de la hiperrespuesta de vias aereas. Mas
ain, las proteinas granulares estin presentes en grandes cantidades en vias aereas de
pacientes que han muerto por asma 27,

En suma, los eosinofilos son céluas efectoras en la produccién de dafio tisular en asma y

enfermedades alérgicas relacionadas *****. En afios recientes ha habido un sustancial

aumento en [a investigacion sobre eosinéfilos, estimulada en gran medida por la posibilidad

55



de que la modulacién de la funcién eosinofilica pudiera ser un arma terapeutica efectiva
para el asma y otras enfermedades alérgicas.

Como hemos visto, la participacién de los eosindfilos en el proceso inflamatorio alérgico
bien puede deberse a su capacidad de liberar citocinas o quimiocinas activas como lall-4y
RANTES (ambas de gran importancia en la amplificacion de 1a respuesta inflamatoria
primaria). Asi, la elucidacion de la naturaleza constitutiva e/o inducible de la IL-4 y
RANTES en eosinéfilos es de gran importancia en la comprensién de la progresién del
fenomeno inflamatorio.

Recientemente han aparecido diversas publicaciones que sefialan la naturaleza constitutiva
de la IL-4 y RANTES en eosinofilos de sangre periférica provenientes de individuos

atépicos y normaleg 17134267,
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En la presente tesis nos propusimos investigar la expresion de citocinas durante la
ontogenia de los eosindfilos y valorar su naturaleza constitutiva. Asi, en el capitulo II
presentamos nuestros estudios del patrén de citocinas producidas en progenitores
eosinofilicos en diferentes estadios de diferenciacion, Trabajo enviado a publicar como:
Juan R Veldzquez, Paige Lacy, Salahaddin Mahmudi-Azer, Ben Bablitz, Craig D. Mine,
Juda A. Denberg, and Redwan Mogbel. Cytokine expression and storage in maturating
eosinophils derived from human cord blood CD34+ progenitors. Exp Hematol
Considerando nuestro hallazgoe de la pronta aparicién (en eosindfilos gestantes) y capacidad
. secretoria de RANTES (en eosinofilos de sangre periférica), nuestra atencién en el capitulo
III se centra en el efecto del IFNy en la movilizacion del RANTES eosinofilico almacenado
intracelularmente. Dicho capitulo esta dividido en dos partes; en la primera se describen
nuestros estudios preliminares tal como fieron publicados en: Velazques J.R.; Lacy,P.;
Mahkmaudi-Azer,S.; Moghbel, R Effects of interferon-gamma on mobilization and release
of eosinophil- derived RANTES. Int Arch Allergy Immunol 118:447-449, 1999.

En la segunda parte se estudia mas detallamente dicho fenémeno, acorde al trabajo
publicado: Paige Lacy, Salakaddin Makmudi-Azer, Ben Bablitz, Stacey C Hagen, Juan
R Velazquez, S.F. Paul Man, and Redwan Mogbel. Rapid mobilization of intracellularly

stored RANTES in response to interferon-y in human eosinophils. Blood 94:23-32, 1999,
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Capitulo 11

Juan R, Velizquez, Paige Lacy, Salahaddin Mahmudi-Azer, Ben Bablitz, Craig D. Mine, Juda A.
Denberg, and Redwan Mogbel Cytokine expression and storage in maturating eosinophils
derived from human cord blood CD34+ progenitors. Exp HematolL

Expresién y almacenamiento de citocinas en cosinéfilos gestantes provenientes de

progenitores de sangre de cordén umbilical CD34+,

Resumen

Los eosindfilos sintetizan y liberan diferentes mediadores proinflamatorios, entre los que se
encuentran diversas citocinas y quimocinas, En este trabajo hipotetizamos que durante la
maduracién in vitro de los eosindfilos ocurre una expresion diferencial de citocinas. Para
probar dicha hipétesis examinamos la expresion 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 corddn umbilical en presencia de IL-3 e IL-5 en dos
medios de cultivo diferentes (liquido y semi solido). Los perfiles de citocinas fueron
determinados por RT-PCR en ambos sistemas a los 0, 7, 14, 21, y 28 dias de cultivo. La
expresion de los productos traducidos junto con la presencia de MBP fue confirmada en las
colonias eosinofilicas en medio semi sélido a los 23 dias de cultivo utilizando microscopia
confocal (MC). Unicamente en células CD34+ no diferenciadas se detectd6 RNAmde [L4 y
RANTES. Durante el periodo de observacion (0 - 28 dias) 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

permitié la localizacion de transcritos para RANTES en c€lulas eosinofilicas a los 21 dias
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de cultivo en medio semi sélido. Mientras que el empleo de doble tincién y MC en colonias
eosinofilicas gestantes de 23 dias de cultivo en medio semi slido puso de manifiesto [a
inmunoreactividad de IL-4 y RANTES las cuales colocalizaron con la de MBP. Estos
resultados demuestran que las células eosinofilicas en gestacién son capaces de transcribir y

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

Los eosinéfilos son prominentes células de la inflamacién alérgica y se piensa que juegan
algiin papel efector en el asma crdnico. En biopsias de pulmén y lavados broncoalveolares
obtenidos de sujetos asmaticos atépicos cronicos, es tipico observar grandes cantidades de
eosindfilos tisulares aﬁivados y en reposo después del reto con alergenos apropiados '.

La activacion de los eosindfilos involucra la liberacién de aniones superdxido, mediadores
lipidicos y proteinas granulares citotoxicas, incluyendo las cinco bien caracterizadas
proteinas cationicas que se almacenan en los granulos cristaloides unicos: MBP, EPO,
EDN, ECP y CLC '? Recientemente, se ha demostrado que los eosindfilos poseen Ia
capacidad para sintetizar, almacenar y liberara hasta 19 diferentes citocinas y quimocinas.
Estos productos en el caso del asma participan en la regulacion de las respuestas
inflamatorias locales de vias aéreas. Las citocinas eosinofilicas han sido revisados
recientemente * e incluyen a IL-2 43 IL-3°% IL-4 7, IL-6 ®°, factor estimulante de colonias
de macrofagos/granulocitos (GM-CSF) '™ y RANTES ', Aproximadamente la mitad de
todas las citocinas cosinofilicas se encuentran almacenadas como mediadores preformados
y en asociacion con el granulo cristaloide tipico del eosinofilo. Un estudio ha mostrado que
los eosindfilos coloniales derivados de células mononucleares purificadas de sangre
periférica de individuos atopicos y no atdpicos, poseen la capacidad para expresar RNAm y
proteina para IL-5 y GM-CSF . No estan bien definidos los patrones de expresion de los
genes transcritos, ni los productos traducidos de citocinas y quimocinas asi como su

simacenamiento en los granulos inmaduros durante el desarrollo hematopoyético de los



cosindfilos nacientes. Algunos estudios han sugerido que los granulos inmaduros contienen
pro-MBP durante ¢l desarrollo eosinofilico y que finalmente ésta se condensa cuando se
forman los granulos cristaloides maduros . Hemos hipotetizado que los eosindfilos que se
diferencian iz vifro expresan genes que codifican citocinas y quimocinas proinflamatorias y
que fos productos traducidos son pasteriormente almacenados en granulos inmaduros.

Para probar esta hipotesis, utilizamos células CD34+ purificadas de sangre de cordén
umbilical humano y las cultivamos en presencia de [L-3 recombinante humano (rIL-3h) e
rIL-5h a fin de inducir su diferenciacion al fenotipo eosinofilico. Analizamos la expresion
de los perfiles de transcritos de quimocinas y citocinas utilizando RT-PCR durante 28 dias
de incubacidn en medio semi sdlido (metilcelulosa).

Cuando son aistadas las células CD34+ usando separacion inmunomagnética (por seleccion
positiva), estas representan una subpoblacién bien definida de progenitores capaces de
diferenciarse a eosindfilos funcionalmente activos cuando son cultivados en medios semi-
sélidos con las citocinas apropiadas'™®", A la par de estos estudios, efectuamos cultivos de
progenitores en medio liquido, dado que este es un protocolo bien establecido de
generacién de eosindfilos gestantes in vitro'?!. Las citocinas en los eosinéfilos gestantes
fueron determinadas a nive! de transcritos empleando RT-PCR in sifu mientras que la
forma proteica fue detectada y colocalizada con la proteina granular eosinofilica MBP
utilizando marcado doble con anticuerpos (inmunofluorescencia y microscopia confocal
(MC)). Nuestros hallazgos contribuyen a elucidar los mecanismos asociados con la
regulacion de citocinas en la maduracion eosinofilica y su contribucién en las reacciones

inflamatorias tisulares locales.
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Material y Métodos

Preparacién de células CD34+ purificadas

Se recolectaron muestras de sangre de corddn umbilical inmediatamente después del
alumbramiento, se obturé y secciond el cordon umbilical recolectandose la sangre del
extremo matemno del mismo y virtiéndola en tubos heparinizados. Después de diluir la
sangre 1:4 con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) estéril, se aislaron las células
mononucleares por sedimentacién en Ficoll-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 seleccién
positiva a través de una columna de separacién MiniMACS (Mittenyi Biotec). Las células
enriquecidas en CD34+ se recuperaron por elucion después de remover la columna del
campo magnético. El niimero y la viabilidad se determinaron por tincién con azul tripano.
La pureza de las células CD34+ después del procedimiento de purificacion fue de
aproximadamente 60 - 70% determinada por tincién con anti-CD34 y anélisis por seleccion
celular activada por fluorescencia (FACS). Las células CD34+ purificadas fueron
procesadas para su cultivo en medios liquidos o semi solidos. Rutinariamente, después de
cada purificacién fueron obtenidas entre 7 x 10°y 1.4 x 10° células CD34+. Utilizamos un

protocolo ligeramente modificado de aquellos previamente descritos '*'°%

para la
maduracion inr vitro de célvlas eosinofilicas en medios de cultivo liquidos y semi solidos.

Estos se describen a continuacion.
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Cultivo semi sflido para células CD34+

Después de la purificacion en columna MiniMACS de células CD34+, estas se incubaron (6
x 10%) en cajas de Petri de 35 mm (Falcon Plastics, Oxnard, CA) con una mezcla de medio
Iscove modificado (Gibco BRL Life Technologies, Grand Istand, NY), B mercaptoetanol
4uM, penicitina-estreptomicina al 0.8%, NaHCO; 15mM, FCS inactivado por calor (Gibco
BRL) y metilcelulosa al 0.84% (Stem Cell Technologies, Inc. Vancouver, BC, Canada). Se
indujo Ia diferenciacién de progenitores a células eosinofilicas adicionando 5 ng/ml de rIL-
3h y 2 ng/ml de rIL-5h (Genzyme, Cambridge, MA). En nuestras manos, estas
concentraciones de citocinas fueron suficientes para la formacion de colonias en medio
semi sélido. Las células fueron incubadas a 37°C con 5 - 10% de CO:z en condiciones de
humedad por no menos de 28 dias. La diferenciacién de las colonias eosinofilicas en los
medios semi solidos fue verificada diariamente por observacion microscopica usando
tincién Leukostat® (Fisher Diagnostics, Huntersville, NC). Esta tincién produce granulos
rojo-rosados en las células eosinofilicas, los cuales son distintos de los grénulos azul-
phrpura que aparecen en las células metacromaticas. A los 0, 14, 21, 23, y 28 dias, las
células fueron recoletadas del medio semi solido y transferidas a medio McCoy 5A (Gibco
BRL), lavadas en PBS, contadas y usadas para anilisis experimental. El porcentaje de
células eosinofilicas fue determinado contando 300 células tefiidas con colorante de Kimura
B e cual es ademis capaz de distinguir entre células eosinofilicas y células

metacrométicas. Con la tincidn de Kimura, los grinulos de las células eosinofiloides
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aparecen de color verdoso mientras que aquellos de las células metacromaticas son de color

rojo cereza.

Cultivo liquido de células CD34+

Se cultivaron I x 10° células CD34+ recién purificadas en Sml de RPMI-1640 (Bioc
Whittaker, Walkersvillee MD) suplementado con FCS al 10% (Gibco BRL),
f mercaptoetanol 10uM y penicilina-estreptomicina al 1%, Para inducir la diferenciacién
de los progenitores hacia células eosinofilicas adicionamos al medio de cultive 25ng/ml de
rIL-3h y 10ng/ml de rIL-Sh (Genzyme) ”. Las células fueron incubadas a 37°C con 5 -
10% de CO; en condiciones de humedad. Cada siete dias la mitad del volumen de cultivo
fite reemplazado con medio fresco con citocinas, este procedimiento se continud hasta
completar 28 dias. Cada vez que se renovaba ¢l medio de cultivo se efectuaban cuentas

celulares.

Andlisis por RT-PCR

Se extrajo el RNA total de las células cultivadas en medios liquidos y semi sdlidos
utilizando los equipos Qiagen QIAShredder y RNeasy (Qiagen Inc, Mississauga, ON,
Canada) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron 2 x 10° células por
extraccién {obteniendo aproximadamente 1jtg de RNA total). Brevemente, cada muestra de
RNA celular total (aprox. 1upg) fue incubado con 200 U de Superscript®, solucién
amortiguadora First Strand 1X y mezcla de dNTPs al 0.5mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

(Gibco BRL). La mezcla se incubd a 37°C por 2 hrs y se inactivé calentando a 80°C por 10



minutos. Las alicuotas de cDNA fueron usadas en 20pl de solucién de PCR que contenia
2.5U de Taq DNA polimerasa, solucién amortiguadora de PCR 1X, mezcla de dNTPs
25pM (Gibco BRL) y los iniciadores apropiados sentido (57) y antisentido (37) al 0.3 pM.

Se efectué un arranque en caliente a 95°C por 3 minutos antes que las muestras fueran
sujetas a 35 ciclos de calentamiento de 45 seg. a 95°C, 1 minutos. a la temperatura de
alineamiento (TM) (dependiendo del par de iniciadores de acuerdo a la tabla 1) y
finalmente 30 seg a 72°C en un termociclador (M-J Research, Inc. Watertown, MA, USA y
Perkin-Elmer, Mississauga, ON, Canadi). La extensién final se efectud calentando 7
minutos. a 72°C. Los productos amplificados fueron visualizados por separacion
electroferética de aliquotas de 10l en geles de agarosa al 2% teflidos con bromuro de

etidio. El gen constitutivo 2 microglobulina fue empleado como control interno.

Secuencias de inciadores

Estos pares de iniciadores fueron disefiados para cubrir por lo menos un intrén. Las
secuencias de nucledtidos de los pares de iniciadores usados en este estudio junto con sus
respectivas temperaturas de anillamiento y tamafios de productos esperados se encuentran

listados en la tabla 1,
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Tabla 1

Pares de iniciadores utilizados en el analisis de RT-PCR

itoci . .. Producto
Citocina Secuencia del inicador Tm | esperado
e

IL-2 sentido (57) 5° -GCGAGGCTCAAAGTCGTCTGTTG-3’- 56°C 449
anti-sentido (3’) 5’-ATGAGCCGCCTGCCCGTCCTG-3’

IL-4 sentido 5’~ACGTACTCTGGTTGGCTTGGTTCACAGGACAG-3’ 65°C 344
anti-sentido 5’-CGGCAACTTTGACCACGGAACACAAGTGCGATA-
3

IL-5 sentido 5’-TGGCCGTCAATGTATTTCTTTATTAAG-3’ 56°C 254
anti-sentido 5’-GCTTCTGCATTTGAGTTTGCTAGCTT-3’

IL-6 sentido 5”-TGGACTGCAGGAACTCCTT-3’ 52°C 260
anti-sentido 5’-AACTCCTTCTCCACAAGCG-3'

GM-CSF | sentido 5>-CTGGCTCCCAGCAGTCAAAGGG-3 60°C 424
anti-sentido 5’-ATGTGGCTGCAGAGCCTGCTGC-3"

FFNy sentido 5’ -CTCCTTTTTCGCTTCCCTGTTITAGCTGCTGG-3” 65°C 427
anti-sentido 5°-GCATCGTTTTGGGTTCTCTTGGCTGTTACTGC-3

Eotaxina | sentido 5’-CTCACGCCAAAGCTCACACCTTCA-¥ 5%°C 370
anti-sentido 5’ -GGCAACACTCAGGCTCTGGTTTGG-3’

RANTES |sentido 5’-TCCCCATA TTCCTCGGAC-3’ 51°C 186

anti-sentido 5°-GATGTACTCCCGAACCCA-3’




RT-PCR in situ para el RNAm de RANTES

Las células de medios semi-solidos después de 21 dias de cultivo, se lavaron dos veces con
solucion salina tratada con dietil-pirocarbonato (DEPC) y se centrifugaron antes de
ajustarse a una concentracién de 1 x 10° célulaw/ml. Para permitir la comparacion entre
muestra, control positivo y control negativo, tres gotas de esta suspension celular (40,000
células/por muestra) fueron aplicadas sobre porta objetos recubiertos con aminoalquisilano
GENEamp 1000 (Perkin-Elmer), 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 -20°C. Las laminillas fueron posteriormente
permeabilizadas con 2 pg/ml de proteinasa K (Sigma Oakville, ON, Canadd) por 10
minutos. El control negativo y la muestra fueron incubados a 37°C con DNasa (Boehringer
Mannheim Cegnadé, Laval, PQ, Canada) en solucién amortiguadora conteniendo acetato de
sodio 0.1 M y MgS0s 5 mM. La formacion de la hebra complementaria de DNA se
efectud en la muestra adicionando 50 pl de un reactive que contenia solucién
amortiguadora First Strand 1X, mezcla de dNTPs al 1 mM , 25 U de inhibidor de RNAsa,
500U de Superscript ® (Gibco BRL) e iniciador especifico 3 al 1 pM. El control positivo
no fue tratado con DNasa o transcriptasa reversa para permitir la deteccidon de DNA
genomico, en tanto el control negativo no fue tratado con transcriptasa reversa. Se
incluyeron dos controles adicionales para eliminar ia posibilidad de un alto fondo que
pudiese ser mterpretado como sefial positiva en la muestra, uno incluyé una laminilla

tratada con solucién 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 37°C por 3 hrs en un GENEamp 1000 (Perkin-Elmer). La reaccion de PGR se efectud en
todas las muestras adicionando 18U de Taq Polimerasa (Gibco BRL) en 50 pul de volumen
total de reaccion que contenia ademas solucion amortiguadora de PCR 1X, MgClz 4 mM,
200 pM de mezcla de dNTPs (con digoxigenina-11 deoxiuiridin trifosfato substituido de
dUTP) y 0.8 pM de cada iniciador especifico 3’ y 5’ para el RNAm de RANTES. El PCR
se efectud con una desnaturalizacion inicial de 3 minutos. a 95°C seguida de 35 ciclos de
calentamiento de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 51°C, 1 minuto 30 seg a 72°C. Se lievo a
cabo una extension final de 10 minutos. 8 72°C antes‘de almacenar a 4°C. Los segmentos
de DNA marcados con digoxigenina fueron detectados usando conjugado azul de tetrazolio
/ Bromo-cloro-indol-fosfato (NBT/BCIP) y anticuerpos anti-digoxigenina de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante (Boehringer Mannheim). Las células totales y tefiidas
fueron enumeradas contando 500 células poer laminilla con un microscopio de luz
convencional. Se incluyé la secuencia del iniciador 3’ para la f2microglobulina como un

control interno.

Tincién doble y microscopia confoeal

Los citocentrifugados obtenidos del dia 23 de los cultivos semi sélidos (100 ul de 0.5 x 10°
células/ml en RPMI suplementado con FCS al 20%) fueron preparados como ya ha sido
descrito . A fin de marcar las citocinas intracelulares, las laminillas fueron incubadas 1hr
con solucién amortiguadora de Tris (TBS) conteniendo 5 jig/ml de anticuerpo monoclonal

anti-RANTES o anti-IL-4 humana (R&D Systems). La vnidn del anticuerpo primario fue
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detectada con 20 pg/ml de Bodipyl FL anti-raton (Molecular Probes, Eugene, OR, UsSA)
antes de! bloqueo y adicion de anticuerpo anti-MBP humana, de acuerdo a la optimizacion
hecha en nuestro laboratorio **%. La IgGl de ratén (5 pg/ml) fue usada como un control
isotipico (R&D Systems). Las laminillas se examinaron usando el objetivo 100X de un
microscopio confocal Leica (CLSM; Heidelberg, Alemania) como ha sido descrito

previamente %%,

Microscopia electronica de transmisién

Este procedimiento fue una modificacién de una técnica previamente descrita ™.
Brevemente, las colonias empaquetadas de células provenientes del dia 21 de cultivo semi-
sélido fueron fijadas 2 hrs en formaldehido recien preparado (2% en solucién
amortiguadora de fosfatos, 0.1M, pH 7.2) y embebidas en resina Lowicryl K4M. Después

de la polimerizacion de la resina, se cortaron secciones de plata como se ha descrito Hoyse

recogieron en gradillas de barra delgada de niquel.

Awmilisis estadistico
Las estadisticas resumidas estan expresadas como media y error estandar.

Las comparaciones estadisticas se efectuaron utilizando anélisis de varanza de una cola

Kruskal-Wallis. Los resultados fueron considerados significativos cuando p<0.005
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Resultados

Cultivos de células CD34+ en presencia de rIL-3h e rIL-Sh

Después de la purificacton de células CD34+ el crecimiento colonial en medio semi solido
se propicio adicionado 5 ng/ml de rIL-3h y 2 ng/m! de rIL-5h (inductores de diferenciacién
eosinofilica). Las colonias de eosindfilos se seleccionaron basandose en su morfologia y se
separaron estas de las colonias difusas de macréfagos contaminantes. El crecimiento celular
fue monitoreado semanalmente. La aparicién de células eosinofiloides en las colonias se
caracterizd por la aparicion de granulos rojo-rosados y micleos unilobulados al tefiir con
Leukostat (designados como células eosinofilicas “inmaduras™). Estas se distinguiercn de
las células que exhibian el mismo patron granular de tincidn con ndcleos biobulados
estructuralmente distintos (designados como células eosinofilicas “maduras”) (Fig.1). La
viabilidad celular (determinada por azul tripano) fue siempre >95% durante el pericdo de
incubaci6n, sugiriendo que la aparicion de nicleos bilobulados no fue debido a senecencia
{dato no mostrado). La identificacion de cada tipo celular fue confirmada por tincion de
Kimura. Como se observa en la figura 2, basados en la tincién histoquimica las células
purificadas CD34+ no mostraron caracteristicas eosinofilicas al dia 0. Fuimos forzados a
omitir en este estudio las células en medio semi solido del dia 7 debido al nimero
insuficiente de colonias en ese periodo, Basandose en el criterio descrito anteriormente,
después de 14 dias de cultivo 57 + 5% de las células coloniales fueron clasificadas:como
eosinofilicas (suma de eosindfilos maduros e inmanudros) (Fig. 2). El nimero de células

eosinofiloides en las colonias aumento a un maximo de 91 £ 8% al dia 28 de cultivo, del



cual 67 + 4% poseian muchas de las caracteristicas morfologicas de los eosindfilos
maduros de sangre periférica (nicleos bilobulados y numerosos granulos cristaloides rojo-
rosados). Las células contaminantes fueron basofilicas en apariencia, sin colonias de
neutrbfilos después de 28 dias de cultivo. Los cultivos semi sélidos produjeron un aumento
de 17 veces el nimero celular al dia 28 (potencialmente produciendo 6.4 x 10° céluias), de
las cuales 91 + 8% fueron eosindfilos.

Las células purificadas CD34+ también fueron inducidas a diferenciarse hacia eosinéfilos
empleando cultivos liguidos adicionados con 25 ng/ml de rIL-3h y 10 ng/m! de rIL-5h s
por periodos no mayores a 28 dias. Se registraron los ntimeros de células cada semana,
usando €l mismo procedimiento de tincién para cultivos semi solides que se ha descrito
lineas arriba. Las primeras células eosinofiloides aparecieron en cultivos liquidos al dia 7,
aunque su nimero no fue significativo hasta et dia 14 de cultivo (Fig. 2 inserto). Al dia 21
el nimero total de células eosinofiloides en cultivos liquidos alcanzé un pico de 26 + 8%.
Al dia 28, el mayor porcentaje de células eosinofilicas en medio liquido fue de 17 + 7%.
Los tipos celulares remanentes poseian caracteristicas morfolégicas de monacitos o
neutrdfilos. Los medios de cultivo liquidos generaron un aumento de 321 % 48 veces el
niimero de células al dia 28 (potencialmente produciendo 2.9 x 10° células). Estas cifras

representan porcentajes de tres experimentos.
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Figura 1

Caracteristicas morfolégicas de las células eosinofilicas generadas en cuitive semi sélido. (A-C)
Ejemplos de células representativas de medio semi solido tefiidas con Leukostat a los (A) 14, (B) 21
y (C) 28 dias. (D-1) Microscopia confocal de células eosinofilicas inmunofluorescentes a los 23 dias
de cultivo en medio semi solido. {D) Las células eosinofiloides marcadas con BODIPYL FL (verde)
indican inmunoreactividad de RANTES, (E) TRITC (roje) corresponden a la MBP, (F) imagenes
combinadas de la misma célula. El color amarillo en las imagenes combinadas indican
colocalizacion de fluorescencia roja y verde. (G) Otra célula al dia 23 de cultivo es mostrada con
marca de BODIPYL FL indicando inmunoreactividad para iL-4. (H) TRITC para

inmunefluorescencia de MBP ¢ (I) imagen combinada resultante. Amplificacion onginal 100X
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Figurz 2
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Porcentajes de las células eosinofiloides obtenidas en cultivos semi solidos. Las células eosinofilicas
madunss ¢ inmaduras fueron contadas y caracterizadas por sus propiedsdes de tiacién y morflologis
empleando Leukostat a fos 28 dias de cuttivo. El inserto muestra los datos obtenidos en medios de cultivo
liquidos. Los datos mostrados representan ¢l promedio de tres experimentos por cada medio de cultivo, las
barras indican el Emor Estandar (EE).
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Anilisis de los transcritos codificantes de citocinas empteando RT-PCR

La aparicién de transcritos para citocinas (IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, [FNy, y GM-CSF) y
quimocinas (eotaxina y RANTES) en células eosinofilicas en desarrollo fue monitoreada
por analisis de RT-PCR cada 7 dias a partir del inicio del cultivo y hasta el dia 28. E!
producto de PCR de cada citocina proveniente de los cultivos liquidos y semi solidos fue
analizado midiendo las densidades épticas en geles y normalizindolas con la del gen
constitutivo 2 microglobulina (Figura 3).

En el dia de cultivo 0, dnicamente los productos de PCR del RNAm que codifica para IL-4
y RANTES aparecieron constitutivamente expresados en células CD34+ recién aisladas.

Los tramscritos para IL-4 y RANTES continuaron siendo expresados en células en
maduracién hasta el final del cultivo (dia 28). Las células provenientes de cultivos semi
s6lidos expresaron progresivamente menos transcrito para RANTES relativo a aquel del dia
0, alcanzando la mayor significancia al dia 28 de cultivo (p<0.01 usando anéhsxs de
varianza Kruskal-Wallis de una cola).

De igual manera, la expresion de RNAm de [L-4 permanecio consistente durante todo el
periodo de incubacién. Los resultados representativos del analisis de RT-PCR de células en
cultivos semi sélidos 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 expresion de RNAm para IL-5 fue inducida en células en desarrollo obtenidas de
cultivos liquidos al dia 7 y continué siendo detectada hasta el dia 28 de cultivo (Fig. 3 y 4).

En contraste, las células de colonias de cultivo semi solido no expresaron RNAm para IL-5
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en cualquier periodo de incubacién probado en estos experimentos. De igual foima a
nuestros hallazgos en colonias de cultivo semi solido, los transcritos para IL-3, [L-6, IFNY,
GM-CSF y eotaxina no se pudieron detectar en células de cultivos liquidos en un periodo

de 28 dias.
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Figura 3
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Determinaciones semicuantitativas de los transcritos de citoquinas en ecsindfilos en
desarrollo. Los valores de densidades &ptics de los productos de PCR para las diferentes
citoquinas y la p2 microglobulina fueron trazados en funcitn del tiempo en los cultivos semi
sélidos. El inserto muestra los resultados obtenidos con células en medio liquido. Estos
datos representan la media de tres experimentos bajo cada condicién de cultivo.
*representa p<0.05
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Figura 4
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Resultado repesentativo de RT-PCR mostrando los productos de PCR obtenidos de las
citoquinas expresadas en eosindfilos en maduracion. Los productos de PCR indican la
expresién de RNAm para las citoquinas en (A) medio semi solido y (B) medio liquido.



La expresion de los transcritos de RANTES fue casi exclusivamente localizada en células
eosinofilicas generadas en cultivos semi solidos, de acuerdo a los resultados obtenidos con
RT-PCR in situ en células de 21 dias de cultivo (Fig. 5).

Todas las células con RNAm positivo para RANTES fueron identificadas como eosinéfitos
basandonos en sus caracteristicas morfologicas y de tincién, siendo mas del 95% de ellas

positivas para RNAm de RANTES.

Expresion proteica de citocinas en células de colonias provenientes de cultives semi-

sélidos

Para confirmar que las células eosinofilicas generadas in vitro eran capaces de expresar
proteiras citoquinicas, se prepararon citocentrifugados de células producidas en el dia 23 de
cultivo en medio semi solido y empleando inmunofluorescencia se procedio a detectar las
citocinas almacenadas intracelularmente. Como se puede observar en la Fig. 1D-I, las
células eosinofilicas en medio semi sdlido al dia 23 coexpresan MBP y RANTES asi como
IL-4. Mas del 95% de todas las células MBP+ fueron también positivas para RANTES e
IL-4. Mas ain, no se detectaron células con inmunoreactividad para RANTES e [L-4 en
ausencia de inmunofluorescencia especifica para MBP. La inmunofluorescencia para las
citocinas fue gramular en apariencia, sugiriendo almacenamiento en los granulos
cristaloides inmaduros. Mucha de la inmunoreactividad para IL-4 y RANTES colocaliza
cm Iz de MBP indicada en color amarillo en la Fig. IF e I (como resultado de Ia

coincidencia de fluorescencia roja y verde).
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En otras células obtenidas al dia 23 en cultivo semi solido, la inmunoreactividad para IL-4
se localiz6 en grinulos de forma diferente a la MBP. Como se observa en la fig. 11, algo de
la inmunoreactividad de MBP se detectd en los centros de estructuras granulares mientras
que la IL-4 se asocid con la periferia de estas estructuras.

Después de examinar la uitraestructura de las céluias al dia 23 de cultivo en medio semi
sblido por microscopia electronica (Fig. 6), fue posible observar estructuras granulares.
Estas estructuras citoplasmicas probablemente sean grinulos cristaloides inmaduros con
centros electrolucidos en contraste con los granulos cristaloides maduros que presentan

centros electrodensos.
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Figura 5

Andlisis por RT-PCR in situ de la expresion de RNAm de RANTES en eosindfilos
en maduracidon al dia 21 de cultivo en medio semi-solido. (A) Control positivo
mostrando expresion de DNA gendmico, detectado en el nicleo celular usando
iniciador especifico de RANTES en ausencia de transcriptasa reversa. (B} Control
negativo en el cual la produccion del producto de PCR fue inhibida mediante pre
incubacién con DNasa y omisién de transcriptasa reversa. (C) Muestra problema en
la cual se incubé DNasa antes de ejecutar la transcriptasa reversa para permitir la
deteccién de RNAm de RANTES en las regiones perinucleares y citoplasmicas de
las células.



Figura 6

Microscopia electronica de transmision de una célula eosinofilica obtenida después de 23
dias de cultivo en medio semi solido. Las flechas indican grinulos cristaloides
electrolicidos. Amplificacion original 9100 X
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Discusion

Demostramos que los eosinofilos, al menos in vitro, son capaces de transcribir y traducir
citocinas en periodos tempranos de su maduracion y desarrollo, Hemos empleado diferentes
sistemas de cultivo in vifro para investigar los perfiles de expresion de citocinas en los
eosinofilos en desarrollo. Elegimos usar células CD34+ de cordén umbilical como fuente
de progenitores celulares tempranos en nuestros estudios debido a que estin bien
caracterizadas y son relativamente ficiles de obtener en gran nimero si las comparamos
con las células germinales derivadas de médula Gsea. Aunque las células indiferenciadas
CD34+ provenientes de sangre de cord6n umbilical son fenotipicamente distintas de
aquellas de médula osea *°, las células CD34+ de sangre de cordén umbilical exhiben la
capacidad para diferenciarse a eosindfilos después de una estimulacion apropiada (IL-3 e
IL-5) 13.1720  Asi, estas células CD34+ proveen un sistema ideal para investigar la expresién
de citocinas en eosin6filos en maduracién.

Se sabe que las citocinas IL-3, IL-5 y GM-CSF son criticas en Ia induccidon de células
CD34+ no diferenciados hacia células de linaje eosinofilico ', La salida de estas células
de la médula Gsea es critica y depende de la presencia de eotaxina, como lo han mostrado
algunos estudios en cobayos *°. Dado que los eosindfilos poseen la capacidad de expresar
estas citocinas inmunoreguladoras, fue nuestro deseo determinar si éstas eran expresadas en
células eosinofilicas en diferentes estadios de diferenciacién in vitro. Estabamos ademjs
interesados en estudiar los patrones de almacenamiento de los productos traducidos de Ias

citocinas en eosinofilos 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 proteinas se expresaron
durante los 28 dias de cultivo en medios liquidos o semi sdfidos en presencia de rlL-3h e
rIL-5h como inductores de diferenciacién epsinofilica. La expresion de RNAm especifico v
de la forma proteica de RANTES fue exclusivamente localizada en células eosinofiloides a
los 21 - 23 dias de cultivo en medio semi sdlido, como lo mostrd la técnica de RT-PCR in
sity e inmunofluorescencia respectivamente. Basandose en propiedades morfologicas y de
tincién, las células RNAm+ para RANTES mostraron caracteristicas eosinofilicas. Las
células de colonias con expresion proteica de RANTES mostraron también
intmunoreactividad para MBP en los cultivos de 23 dias. Al dia 28 en cultivo semi sélido, la
deteccion de RNAm para RANTES declind a niveles minimos, como se ha definido por su
bajo nivel de expresion en eosindfilos de sangre periférica humana (Velizquez,
observaciones no publicadas). Esta tendencia descendente en la expresién de RANTES
sugiere que las células colonizles pueden diferenciarse progresivamente a un fenotipo
similar al del eosindfilo maduro de sangre periférica. El papel de la expresién de RANTES
en estos cultivos podrira estar asociado con los mecanismos de sefializacion autocrina que
controlan el aumento de la maduracion y eflyjo de eosindfilos. Sin embargo, esta
posibilidad es especulativa ya que hay pocas evidencias publicadas sobre la expresion de
RANTES por progenitores y por eosindfifos en diferenciacidn.

El RNAm de IL-4 se expresa constitutivamente por progenitores CD34+. La
inmunoreactividad de la proteina IL-4 se detectd predominantemente en células MBP+ a

los 23 dias de cultivo, sugiriendo que los eosinéfilos pueden ser uno de los principales tipos



celulares que expresan IL-4 en las poblaciones de células hematopoyéticas. Aunque el
papel de la TL-4 en la profiferacién y diferenciacion de progenitores no ha sido plenamente
caracterizado, es tentador sugerir que la expresion 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 diferenciacion de células precursoras hacia eosinofilos y basofilos *.
Hay evidencia contrastante que sugiriere que la IL-4 pudiera suprimir la diferenciacién
eosinofilica (en células mononucleares de sangre de cordén umbilical) inducida por IL-3 €
IL-5 * E! efecto de la IL-4 en la regulacion de la diferenciacion eosinofilica requiere de
mds estudios antes de que pueda hacerse alguna conclusion sobre estos hallazgos.
Unicamente en medios liquidos al dia 7 de cultivo fue posible observar Ia induccion de la
expresién de RNAm para IL-5 en células en desarrollo. Sin embargo, la proporcion de
células eosinofiloides en estos cultives fue mucho menor que aquella obtenida en medio
semi solido, sugiriendo que los tipos celulares que expresan RNAm de IL-5 pueden ser
distintos al de los eosinofilos. Esto fue particularmente evidente en cultivos con medios
liquidos al dia 7, en el cual un nimero insignificante de células fueron clasificadas como
eosindfilos en base a la tincion con Leukostat y analisis morfologico. Ninguna de las
células eosinofilicas obtenidas del medic semi solido exhibié expresion detectable de
RNAm para IL-5. Esto contrasta con un reporte reciente que muestra célufas eosinofilicas
en desarrollo, generadas en cultivo 2 partir de células mononucleares de sangre periférica
obtenida de donadores atépicos, las cuales expresan proteina y RNAm especifico par IL-5

(y GM-CSF) después del reto alergénico .



Por otro lado, en las células eosinofilicas en cultivo no se detectd la expresion de las
citoginas IL-3, IL-6, IFNy, GM-CSF y eotaxina no obstante estar presentes en eosinofilos
maduros. Las razones de esta aparente carencia de citocinas en células CD34+ derivadas de
sangre de cordon umbilical son probablemente complejas. En nuestro estudio la explicacion
mis probable de la carencia de RNAm para IL-5 y GM-CSF es que los eosinofilos
cultivados fueron derivados de células germinales CD34+ de sangre de corddn umbilical,
las cuales son generalmente menos diferenciadas que aguellas encontradas en la sangre
periférica. El estudio que mostro la expresion de RNAm para IL-5 y GM-CSF en células
eosinofilicas se basod en el uso de poblaciones de células mononucleares mas diferenciadas
y heterogéneas de sangre periférica '*. Mis atn, la diferenciacién eosinofilica fue
adicionalmente estimulada por la presencia de GM-CSF ™. Una desventaja de los sistemas
de cultivo in vitro es que involucran una estimulacién continua con concentraciones
relativamente grandes de citocinas que son activadoras de los eosindfilos a las dosis
empleadas y que probablemente difieran subtancialmente de aquellas concentraciones
presentes durante la maduracién eosinofilica in vivo (médula dsea). Finalmente estos
sistemas estan limitados en su capacidad para generar eosindfilos completamente
diferenciados. De hecho, fue dificil mantener células en cultivo completamente
diferenciadas (aquellas obtenidas a los 28 dias). El altimo estadio fue fragil y parcialmente
desgranulado, presumiblemente debido a una constante exposicion y activacion con IL-3 e
rRIL-5h,

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
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células hematopoyéticas tisutares. En nuestras manos, encontramos que las condiciones de
los cultivos semi sélidos usando metilcelulosa favorecen la generacion de células
comprometidas al linaje eosinofilico, aunque el rendimiento de células fue mucho menor si
lo comparamos con los culti\;'os liquidos.

La presencia de grandes granulos conteniendo centros electrolicidos, observados en los
cortes de microscopia electrnica de eosindfilos en cultivo semi sélido al dia 23,
correlaciona con hatlazgos anteriores de este tipo de estructuras dentro de los eosindfilos
madurando en cultivo™. Estas estructuras pueden ser similares a los “granulos cristaloides
inmaduros” los cuales no han condensado MBP dentro de los miicleos de los granulos
cristalotdes caracteristicos de los eosindfilos maduros de sangre periférica 1930 Nuestras
observaciones sugieren que la MBP colocaliza con la IL-4 y RANTES en los granulos
inmaduros. La localizacién intragranufar de la IL-4 y MBP fue moroflogicamente distinta
en células mas inmaduras recuperadas al dia 23 de cultivo, sugiriendo que [a condensacion
de MBP habia comenzado en los nitcleos de los granulos inmaduros, los eosinéfilos en
desarrollo han mostrado ser capaces de almacenar predominantemente la forma inmadura
de la MBP {pro MBP) dentro de sus granulos '*. Una ulterior implicacién 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 eosindfilos en desarrollo hasta que el
niicleo cristaline del granulo es formado . En un estudig previo la pro-MBP se muestra en
forma de anillo en la periferia de los granulos en condensacién I’, de manera similar a lo
observado en nuestras imagenes de microscopia confocal. Asi parece ser que mientras la

pro-MBP es condensada progresivamente hacia el centro de los granulos en maduracion



para formar una miga rica en MBP, ¢l RANTES y la IL-4 parecen permanecer en la
periferia de los grinulos para asociarse finalmente en la matriz de los granulos cristaloides
maduros.

Nuestros hallazgos son una novedosa evidencia de la expresion de genes que codifican
citocinas y quimocinas inmunoregulatorias en el desarrollo de los eosindfilos, asi como su
patron de almacenamiento durante la maduracién y diferenciacion de estas células. Este
estudio ademas amplia nuestra vision de la historia natural del eosinofilo, particularmente
en lo que concierne a la expresion de quimocinas y citocinas. Tales indicios podrian
contribuir a aumentar nuestro entendimiento en la serie de eventos asociados con la

acumulacion y eventua! activacion de los eosindfilos en los sitios inflamatorios.
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CAPITULO ITII

Velazquez,J.R.; Lacy,P.; Mahmudi-Azer,S.; Mogbel,R. Effects of interferon-gamma
on mobilization and release of eosinophil- derived RANTES. Int Arch Allergy
Immunel 118:447-449, 19991,

L- Efecto del Interferén gama en la movilizacién y liberacion de RANTES derivado de

cosindfilos

Resumen

Los eosintfilos sintetizan y liberan diferentes citocinas y quimocinas, incluyendo
RANTES, un potente quimioatractante para eosindfilos y linfocitos T de memoria, La
incubacion con [FNy por periodos prolongados (>12 h) fue capaz de activar eosinéfilos e
inducir la expresién de receptores de membrana. Nuestra hipétesis es que el IFNy es capaz
de movilizar RANTES intracelular en los eosinofilos como preambulo a la liberacién de
mediadores. Para probar lo anterior eosindfilos de sangre periférica de gran pureza
provenientes de individuos asméticos, fueron estimulamos con 500 U/ml de IFNy per
periodos menores a dos horas. Empleando un equipo de ELISA especifico para esta
quimocina, se detectaron 80 + 15pg de RANTES por cada 2 x 10° eosinéfitos después de
120 minutos de estimulacion. El fraccionamiento subcelular de eosinéfilos en reposo (5 x
107 células) empleando gradientes de densidad, permitio detectar RANTES inmunoreactivo
en dos compartimentos intracelulares. Después de 10 minutos de estimulacion con IFNy, la
inmunoreactividad de RANTES estuvo confinada en los granulos cristaloides mientras que

a los 60 minutos el RANTES se dispers6 hacia fracciones membranales ligeras. Nuestros
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datos sugieren que en eosindfilos estimulados ocurre una ripida movilizacion y liberacién
de RANTES. Estos hallazgos sefialan al IFNy como un posible activador de eosinofilos
humanos, particularmente en el asma cronico severo o exacerbacion viral de la inflamacion

asmatica, donde esta citocina pudiera estar implicada.

Introduccién

La activacién de eosinofilos en la inflamacién alérgica potencialmente involucra la
liberacion de hasta 19 diferentes citocinas y factores de crecﬁento (revisado en '), que
incluyen RANTES *, El RANTES es una quimocina CC que in vifro actia como un potente
quimioatractante para linfocitos T de memoria y eosinéfilos **. La liberacion de RANTES
en fluidos bioldgicos durante la inflamacién alérgica correlaciona filertemente con la
intensidad del infiltrado celular inflamatorio asi como, con la aparicién de sintomas en la
alergia y el asma > Anteriores estudios han mostrado que los cosinéfilos de sangre
periférica expresan RNAm para RANTES vy al parecer son capaces también de almacenar
intracelularmente esta proteina . In vitro el IFNy induce un aumento en la transcripcién y
traduccién de RANTES eosinofilico °.

Nuestra hipotesis es que el RANTES intracelular en eosinéfilos humanos es répidamente
movilizado y secretado después de que estas células han sido expuestas a TFNy, siendo este
evento dependiente de la duracion del estimulo.

La inmunoreactividad especifica de RANTES liberado por eosinéfilos aislados de sujetos

atdpicos asi como el proveniente de fracciones subcelufares, fue determinado mediante el
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empleo de un equipo de ELISA. Los sitios de almacenamiento de RANTES fueron

comparados con los de la proteina granular EPO.
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Material y métodos

Preparacion de eosindfilos

Sangre periférica (100 ml) fue obtenida de individuos atdpicos asméticos moderados, los
cuales mostraron una eosinofilia >5% sin estar recibiendo corticosteroides orales en el
momento del estudio. Los eosindfilos fueron purificados por seleccidn inmunomagnética,

como ha sido descrito previamente **,

Andlisis in vifro de 1a liberacién de RANTES derivado de eosinéfilos

Eosindfilos (2 x 10° células/muestra) fueron tratados con 500 U/ml de TFNy e incubados en
RPMI-1640 incoloro (Bio-Whittaker, Walkersville, Md USA). Después de cada periodo de
incubacion (0 - 240 minutos), las células fueron centrifugadas y utilizando un equipo de
ELISA especifico para esta citocina (Quantikine R&D Systems, Minneapolis, Minn., USA)
con un limite de deteccién de 31.2 pg/mi, se determind la inmunoreactividad de RANTES

en los sobrenadantes.

Fraccionamiento subcelular

Los eosindfilos purificados de sangre periférica (5 x 107 células) fueron pasados a través de
un hemogenizador celular con balin, obteniende 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 enzimatico de granulos cristaloides) fue determinada
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en cada fraccion usando, 1, 1’-trimetilen-bis (Bromuro de 4-formilpiridinio) Dioxima como
ya ha sido descrito ©. Cada fraccion fue también analizada con un equipo de ELISA

especifica de RANTES.
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Resultados

EI RANTES liberado de los eosindfilos estimulados con IFNy (500U/ml) fue evaluado en
intervalos cortos de incubacidn (0, 10, 30, 60, 120 y 240 minutos) usando Z x 10°
célulasfintervalo. Se encontrd que el IFNy indujo en los eosindfilos humanos una ripida
liberacidn de RANTES, alcanzando un méximo entre los 60 - 120 minutos, (Tabla 2). Los
eosinofilos no estimulados no mostraron liberacién espontinea de RANTES en el mismo
espacio temporal.

El andlisis para EPO detecté granulos secretorios cristaloides en fracciones provenientes de
gradientes de Nycodenz. En eosinéfilos no estimulados, el andlisis para RANTES resolvid
dos picos de actividad, uno de los cuales se sobrepuso al de EPO (Fig. 7a). Y otro que se
sobrepuso 2 una region rica en membranas ligeras (detectada por CD9 y anilisis Dot Blot;
dato no mostrado). Los eosindfilos no estimulados almacenaron aproximadamente 72 pg de
RANTES/10° células. Después de 10 minutos de estimulacién con IFNy (500U/ml), se
observé un cambio dramatico en la distribucidon de la inmunoreactividad de RANTES, el
pico mis grande de RANTES fue completamente eliminado de la zona de membranas
ligeras (Fig. 7b), mientras alguna actividad permanecié en las fracciones asociadas a los
granulos. La cantidad de RANTES almacenada fue reducida un 68% comparada con las
células no estimuladas (23 pg/10° células). En eosindfilos estimulados durante 60 minutos
con IFNy (Fig. 7C), este nivel permaneci6 disminuido (35pg RANTES/10° células; 49%
comparado con las células no estimuladas). Interesantemente, en células estimuladas
durante 60 minutos, el grueso de la inmunoreactivided de RANTES fue transferido a las

fracciones asociadas a la membrana plasmatica.
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Tabla 2

Liberacién espontinea Liberacién de RANTES
Tiempo (min) de RANTES Inducida por IFNy
(pg/ml) {pg/mh

0 3129Q2) 31+0(4)

10 3 33+2(4)

30 40 (1) 59t12(4)

60 4612(2) 6719% (&)

120 (1) 80 £ 15% (4)
240 46 (1) 45 £ 5(4)

Seguimiento de la liberacién de RANTES inducida por IFNy en eosindfilos de sangre

periférica provenientes de donadores atdpicos asmiticos.

El valor entre paréntesis es el nimero de determinaciones hechas en la misma muestra. Los
errores estin dados como + Error estindar,
*p<0.05 comparado con la liberaci6n al tiempo 0.
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Discusion

Hemos mostrado que el RANTES puede ser almacenado dentro de dos poblaciones de
vesiculas secretorias. La primera esta asociada a los granulos cristaloides, como lo
demuestra su colocalizacion con la proteina granufar eosinofilica EPQ, mientras la segunda
esta constituida por vesiculas secretorias de baja densidad no caracterizadas. Proponemos
que el componente rapidamente mobilizable de RANTES esta contenido dentro de una
vesicula pequefia que es fisicamente distinta del granulo cristaloide. Esto es
complementario a un reporte anterior en donde el [IFNy (1000 U/ml), después de estimular
eosinéfilos por 16 hrs, indujo RNAm especifico y expresion proteica de RANTES 2. El
RANTES intracelularmente movilizado por el IFNy es liberado de las células estimuladas a
los sobrenadantes, como lo muestran nuestras mediciones in vifro de liberacién de
RANTES a diferentes intervalos. Estas observaciones sugieren que los eosinéfilos poseen
un mecanismo selectivo para la liberacion regutada de medidores provenientes de granulos
cristaloides, probablemente a través de vesiculas pequefias de baja densidad. La liberacion
selectiva de proteinas granulares de eosindfilos ha sido descrita en reportes anteriores . Es
probable que el RANTES derivado de eosindfilos juegue un papel en la sefializacion local,
una vez que es liberado *. La habilidad de los eosinéfilos para almacenar citocinas dentro
de sus granulos secretorios en forma de mediadores preformados, les confiere el potencial
de regular respuestas inflamatorias locales. Estos interesantes hallazgos contribuirin 2 una
mejor comprension de la red de citocinas y quimocinas que regulan los procesos de
reclutamiento de eosindfilos y su activacidn, asi como sus efectos dafiinos en Ia inflamacién

alérgica.
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II. Réipida movilizacién en eosinéfilos bumanos del RANTES almacenado intracelularmente

en respuesta a Interferén y

Resumen

En eosintfilos humanos de sangre periférica, la quimocina RANTES es transcrita,
sintetizada y almacenada en respuesta a IFNy. En este estudio, proponemos que el
RANTES es ripidamente movilizado de los granulos cristaloides eosinofilicos durante la
desgranulacién inducida por agonista. Para analizar 1a cinética de movilizacion y liberacion
de RANTES (0 - 240 minutos) eosinfilos purificados (>99%) provenientes de individuos
atopicos asmiticos fueron estimulamos con 500U/ml de IFNy. Con el fin de trazar el
movimiento de RANTES eosinofilico desde su sitio de almacenamiento hasta su liberacion,
empleamos fraccionamiento subcelular, analisis inmunoéureo, microscopia de barrido laser
confocal y ELISA. El RANTES fue répidamente movilizado (10min) y liberado a los 120
minutos de estimulacién (80+15pg/ml por cada 2 x 10° células). El RANTES aparentd estar
almacenado en al menos dos compartimentos intracelulares: la matriz de los granulos
cristaloides (detectada por proteina basica principal y por actividad de peroxidasa
eosinofilica) y en pequefias vesiculas secretorias especializadas presentes en fracciones de
membranas ligeras. Durante la estimulacion con IFNyel RANTES extragranular fue

movilizado mis rapidamente que aquel de los grinulos cristaloides. Este efecto no fue
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observado en eosinofilos tratados con IFNa, IL-3, IL-5, GM-CSF o genestina seguidos por
IFNy. Nuestros hallazgos sugieren que despueés de la estimulacion, el RANTES puede ser

movilizado y liberado por desgranulacion gradual, siendo probable que su transporte se

realice a través de un conjunto putativo de vesiculas secretorias pequefias.

102



Introduccion

La acumulacién de eosindfilos es una caracteristica de la inflamacion alérgica,
particularmente en la mucosa de vias aéreas de sujetos asmiticos. Se cree que los
eosinéfilos son activados en respuesta a estimulos inflamatorios locales, liberando diversos
mediadores. Estos estan constituidos pot productos de la explosion respiratoria, mediadores
lipidos y proteinas granulares citotoxicas tales como MBP, y EPO 12 En suma, los
eosindfilos potencialmente sintetizan o producen hasta 18 diferentes citocinas y factores de
crecimiento, incluyendo IL-2 **, IL-4 3, IL-6 &7, GM-CSF *'* y RANTES ', Esta ultima
proteina junto con otras ha mostrado ejercer efectos autocrinos en eosin6filos sILH

El RANTES es una quimocina CC que ha mostrado ser un potente quimioatractante para
linfocitos T CD4+/CD45RO+, eosindfilos, baséfilos, monocitos/macrofagos y células
cebadas *'®, Ademas de los eosinéfilos, RANTES es sintetizado y/o liberado por otros
tipos celulares, como linfocitos T, plaquetas, macrifagos, células endoteliales, fibroblastos,
células epiteliales y una linea celular de mastocitos ‘!>, En humanos se encontré que la
inyeceion intracutinea de RANTES indujd un marcado reclutamiento de eosinéfilos, el cual
fue mas rapido en individuos alérgicos comparados con el de sujetos normales **. En
estudios anteriores, RANTES ha sido implicado en reacciones de hipersensibilidad de tipo
tardio '°, en artritis reumatoide y en procesos inflamatorios activos *°. En asma el RANTES
podria contribuir a la infiltracion de células inflamatorias en el tejido mucoso de vias aéreas

durante el reto alergénico.
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Aunque la expresion y liberacion de RANTES en tejidos y en fluido de lavado bronco
alveolar (LBA) de sujetos asmaticos en reposo e individuos normales no difiere
significativamente **?, los niveles de RANTES encontrados estuvieron elevados en LBA
de individuos asmaticos 4 horas después del reto alérgico ¥ y en fluidos nasales de sujetos
con rinitis alérgica después del reto con un extracto de polen **,

En asma y rinitis el aumento en la secrecion de RANTES correlactona fuertemente con un
mimero elevado de eosinéfilos en tejidos. Ademis, RANTES ha mostrado incrementar la
expresion de CD11/CD18 en monocitos 2 ¢ inducir la liberacion de histamina en baséfilos

a
humanos *

, sugiriendo que pudiera tener un papel en las respuestas alérgicas de tipo
inmediato.

Utilizando inmunohistoquimica (ICC), hibridacion in situ (ISH) y ELISA se ha mostrado
que los eosindfilos de sangre periférica expresan RNAm especifico de RANTES y que las
perlas cubiertas con suero estimulan la liberacion de RANTES bioactivo . En los
eosindfilos se observd un patrén granular de tincion inmunohistoquimica, sugiriendo que
éstas células almacenan RANTES preformado en comportamientos intracelulares. El
interferén y (IFNy) después de 16hrs de estimulacién indujd la produccion de RNAm
especifico de RANTES asi como su expresién proteica en eosinéfilos . En numerosos
estudios el IFNy ha mostrado ser un estimulo variable para los eosingfilos > |
Originalmente hipotetizamos que el RANTES intracelular era secretado proporcionalmente
al tiempo de estimulacion con IFNy, Sin embargo, datos preliminares indicaron que el IFNy

tuvo un efecto mas rapido en la movilizacion de RANTES que el anticipado previamente.

Asi, proponemos que el RANTES es rapidamente movilizado desde almacenes
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intracelulares siguiendo un patron gradual de desgranulacién. Los eosinéfilos purificados
de sangre periférica fueron obtenidos de individuos atépicos asmaticos para ser
posteriormente estimulados con IFNy humano recombinante. La liberacién de RANTES fue
anaglizada en las células usando una combinacién de ensayos in vitro, ELISA especifica
para RANTES, analisis inmunodureo, microscopia de barrido laser confocal (MBLC) y
fraccionamiento subcelular. La localizacién de RANTES fue comparada con fa de MBP y
EPO conocidas proteinas de granulos cristaloides. Nuestros hallazgos sugieren que
RANTES como un producto almacenado en eosinofilos, es pronta y selectivamente
liberado después de la estimulacién siguiendo un patrén semejante a la desgranulacion

gradual.
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Material y métodos

Los equipos de deteccion 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 (TAME), fluoro fenil
metilsulfonil  (PMSF), Rojo rapido TR, leupeptil, 4-metilumbeliferili N-acetil-8-D-
glucosaminida, f—nicotinamida adenina dinucledtido (forma reducida), piruvato de sodio y
substrato tetrametilbenzidina (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 Ae ctrugia de la Universidad de Alberta. El nycodenz fue comprado a Gibco
BRL Life Technologies, Ltd (gran Island, 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).

Preparacién de los eosindfilos

Se obtuvieron 100ml de sangre periférica de individuos atopicos asméticos moderados con
eosinofilia >5% y sin tratamiento oral de corticosteroides. Después de sedimentar los
eritrocitos en dextrin al 5%, las células remanentes fueron sujetas a centrifugacion por
densidad en Ficoll. Los eosindfilos de la capa de granulocitos fueron purificados por
seleccion inmunomagnética usando el sistema MACS (Mitenyi Biotec GmgH,

BergischGladbach, Germany). Los eosindfilos CD16- altamente purificados (>99%} fueron
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obtenidos por seleccion negativa después de remover los neutréfilos con perlas
inmunomagnéticas recubiertas con anti-CD16 como, ha sido descrito previamente ’ ° **. La
contaminacién por células mononucleares y linfocitos fue evitada coincubando con perlas

recubiertas de anticuerpos anti CD14 y CD3 (Miltenyi Biotec).

Ensayo in vitro de 1a liberacién de proteinas eosinofilicas

Los eosinéfilos humanos purificados fueron depositados en alicuotas de 2 x 10° células en
tubos conteniendo RPMI-1640 (Bio Whitaker, Walkersville, MD, USA) y tratados con
500U/ml de TFNy o 1000U/mi de IFNa. e incubados a 37°C a diferentes intervalos.

La reaccion fue terminada al colocar Jos tubos en hielo y centrifugar tas células a 400g por
5 minutos a 4°C. El ensayo para detectar la inmunoreactividlad de RANTES en
sobrenadantes se efectio con un equipo de ELISA Quantikine (R & D Systems,
Minneapolis, MN, USA) con una sensibilidad de 31.2 pg/ml.

Para la deteccion de otras dos proteinas de granulos cristaloides, EPO y [3-hexosaminidasa,
se emplearon modificaciones de determinaciones realizadas previamente. Brevemente, la
actividad de EPQ fue determinada mezclando 50 pl de muestra con 150 pl de subls.trato
TMB en microplacas de 96 pozos incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos. La
reaccion fue terminada adicionando 50 m! de acido sulfirico 4M y leyendo en un
espectrofotometro de microplaca (Vmax Kinetic Microplate Reader, Molecular Device,
Sunnyvale, CA) a 450nm.

Para la actividad de la B-hexosaminidasa, presente en granulos secretorios y lisosomales, se

adicionaron 50 pl de muestra en microplacas de 96 pozos y se mezclé con 50 pl de solucién
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substrato  (4-metilumbeliferil  N-acetil-B-D-glucosaminida 1 mmol en  solucion
amortiguadora de citratos 0.2mol, pH 4.5 y solucion triton X-100 0.1%) antes de incubar a
37°C por 1 o 2 hrs. La reaccién se termind adicionando 150 mi de Tris 0.2 M enfriado en
hielo, midiendose 1a fluorescencia {excitacion a 360 nm, emision a 460 nm) en un lector de

placa Millipore'CytoFluor 2350 (Millipore, Nepan, Ontario, Canada).

Marca inmunoaurea y microscopia electronica

Este procedimiento fue una modificacion de una técnica descrita previamente’.
Brevemente, las pastillas de eosindfilos aislados fueron fijadas 2 hrs en formaldehido (al
2% en PBS 0.1M, pH 7.4) recién preparado, para ser embebidos posteriormente en resina
Lowicryl K4M y sujetos a un procedimiento de infiltracion que involucrd una disminucion
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 solucion
conteniendo 20 pg/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 pg/ml de
anticuerpo de cabra anti-murino en PBS conjugado a particulas de oro (20 nm de diametro;
E-Y Laboratories, Inc. , San Mateo, CA, USA). Los cortes fueron lavados tres veces con
glicina at 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 IgGl murina
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como control isotipico (20 pg/ml; R & D Systems). La tincion con tetra oxido de osmio fue
omitida en los cortes eosinofilicos para asegurar la visualizacion de las particulas de oro en

los granulos cristaloides electrodensos.

Doble marcado y microscopia de barrido liser confocal

Los citocentrifugados de eosinofilos (100ul de 0.5 x 10° células/m! en RPMI suplementado
con 20% de FCS) fueron procesados centrifugando laminillas en una centrifuga Cytospin 2
(Shandon Ltd, AStmoor, Runcorn, UK) (800 rpm por 2 minutos) seguida per 6 minutos de
fijacion en paraformaldehido al 2% en PBS. Las laminillas fueron sujetas a proceso de
lavado (cinco {avados TBS, pH 7.4), seguido por una hora de incubacion en solucion
bloqueadora (BSA al 2%) en una camara humidificada. Las laminillas fueron
posteriormente incubadas durante 1 h con TBS conteniendo 5 pg/ml de anticuerpo murino
monoclonal anti-RANTES humano (R & D Systems). La inmunoreactividad de RANTES
fue detectada usando 20 pg/ml de anticuerpo de cabra anti murino conjugado con BODYP
FL (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) de acuerdo a previa optimizacion hecha en
nuestro laboratorio **. Las laminillas fueron nuevamente bloqueadas durante 2 hrs usando
50 pg/m! de anticuerpo IgG de cabra anti-raton (Molecular Probes), marcadas doblemente
incubando durante lhr con anticuerpo monoclonal murino anti-MBP humano (BMK-13) al
1% en TBS. La uni6n dei BMK-13 fue detectada incubando 1h en 5 pg/ml de anticuerpo de
cabra anti-ratéon marcado con Texas Red (Caltag Laboratories, San Francisco, CA, USA).

Un anticuerpo 1gG1l murino (5 pg/ml) fue usado como un control de isotipo (R & D
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Systems). Después de un proceso de lavado final, 10 pl de agente anti-blanqueador (0.4%
n-propil galato [Sigma] en glicerol: TBS 3;1) fueron aplicados a cada laminilla antes de
colocar un cubreobjetos. Las laminillas fizeron examinadas usando un objetivo 100X en un
microscopio de barrido laser Leica (CLSM; Heidelberg, Germany). Las iméagenes fueron

recolectadas y procesadas como se ha descrito previamente .

Fraccionamiento subcelular

Los eosindfilos purificados de sangre periférica fueron homogeneizados por pasaje
repetitivo a través de un homogenizador celular con balin, resultando en la separacion de
organelos en un gradiente de densidad linear como ha sido descrito en reportes anteriores
41072 Brevemente, por lo menos 5 x 107 cosinéfilos purificados de individuos asmaticos
fueron suspendidos en solucion amortiguadora de HEPES (conteniendo HEPES 10 mM,
EGTA 1 mM, pH 7.4) al 0.25M en sucrosa enfriada en hielo y centrifugados a 4°C. Las
células a una concentracibn de 10 - 15 x 10%ml fueron resuspendidas en solucion
amortiguadora de homogeneizacion (solucion amortiguadora HEPES sucrosa descrita
arriba, complementada con 100ug/ml de PMSF, y 5pg/ml de leupeptina, aprotinina y
TAME, MgCl; 2mM y ATP 1mM]) y sujetos a 10 - 20 pases & través de un homogenizador
con balin con una malla de 12 pm (EMBL, Heidelberg, Germany). El homogencizado fue
centrifugado a 400 g por 10 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) con 8 mi de gradiente linear de Nycodenz (0 — 45 % Nycodenz disuelto en solucién
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amortiguadora HEPES sucrosa con un coctel de inhibidores de proteasas). El gradiente fue
sujeto a centrifugacion por equilibrio de densidad a 100,000g durante 1 hr a 4°C, fracciones

(24 x 0.4ml) fueron recolectadas y almacenadas 2 —80°C hasta su uso.

Ensayos enzimiticos de marcadores

Tres ensayos enziméticos de marcadores fueron usados para obtener los perfiles de
organelos subcelulares en las fracciones recolectadas de la centrifugacion por gradiente de
densidad. Las actividades para EPO y p-hexosaminidasa fueron determinadas en
sobrenadantes y pastillas usando la misma técnica descrita anteriormente en esta seccion.
La actividad citosdlica fue determinada usando una modificacion de un ensayo de punto
final en microplaca *® para deshidrogenasa lictica (LDH), en cada pozo fueron mezclados
10 p! de muestra con 80pl de una combinacién de NADH a una concentracién de 1mg/ml y
piruvato 0.75 mM en solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.5 seguida de 30 minutos de
incubacién a 37°C, posteriormente se adicionaron 80 pl de 2-4 dinitrofenithidracina a una
concentracion de 0.2 mg/ml en HCl 1M y se incubd a temperatura ambiente por 20
minutos, La reaccidn fue terminada adicionando 40 pl de NaOH 2.5 M y leida la
absorbancia a 450 nm. La actividad de la membrana plasmatica fue determinada por

andlisis dot-blot (vide infra) utilizando un anticuerpo anti CD9 como ya ha sido descrito *°

79
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Anilisis Dot-Blot

El andlisis dot-blot fue realizado para determinar la distribucion de CD9 en fracciones
subcelulares de eosindfilos activados y en reposo. Anticuerpos monoclonales anti CD9
(IgG2a purificados) fueron donados gentilmente por el Dr AR.E. Shaw (Cros Cancer
Institute, University of Alberta). Un anticuerpo murino monoclonal isotipo IgG2a fue
utilizado como control negativo para el anti-CD9 (Pharmigen Canada, Mississauga, ON,
Canada). Muestras de cada fraccion (2 pl) 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 mas Tween 20 al 0.2%, fueron reveladas usando a técnicas de tincién basada en la
reaccion fosfatasa alcalina - anti-fosfatasa alcalina (APAAP) como ha sido descrito ®.

Las inmunoreactividades anti-CD9 de las fracciones fueron determinadas por densidad de
tincién usando un escaner de gel, asignando unidades arbitrarias y convirtiendo todas las

fracciones a porcentaje de actividad total.
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Presentacion de datos

La bioactividad de granulos eosinofilicos, constituyentes citosdlicos y membranales
posteriores al fraccionamiento celular son expresados como distribuciones de frecuencia
como ya ha sido descrito °. El RANTES se mostrd cuantitativamente como pg/fraccion y
pg/ml en fracciones y sobrenadantes, respectivamente. Las comparaciones estadisticas
fueron realizadas utilizando la prueba de Mann-Whitney (de una cola) y analisis de
varianza Kruskal-Wallis de una via. Los resultados fueron considerados significativos

cuando p<0.05

113



Resultados

Inmunocitoquimica usando APAAP

Utitizando la técnica de APAAP detectamos inmunoreactividad de RANTES en los
citocentrifugados de leucocitos de individuos asméticos marcados con anticuerpos
especificos. Unicamente los eosindfilos identificados morfologicamente (no asi los
neutréfilos o los linfocitos), mostraron una mezcla de tincién granular y extragranular
correspondients a la inmunoreactividad de RANTES (Fig.8A). Esto parece indicar que si
bien RANTES se almacena asociandose a los granulos cristaloides caracteristicos de los
eosinéfilos, también puede ser encontrado en otros compartimentos intracelulares. El

anticuerpo para contro! isotipico (igG1 murino) fue negativo (Fig. &B).
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Figura 8
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Eosindfilo humano de un citocentrifugado de concentrado leucocitario. (A) El eosindiflo indicado
por la flecha fize teflido con anticuerpo murino monoclonal anti-RANTES humanc (20 pg/ml)
utilizando la técnica APAAP. En este campo s& pueden observar dos células sin tediir; un neutréfilo
con micleo multilobulado (arriba a la izquierda) y un linfocito {a la izquierda del eosinéfilo tediido).
(B) Control de isatipo empleande anticuerpo IgG1 murino (20 pg/ml). Amplificacion original 100X
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Liberacion de RANTES seguida de la estimulacién in vitre con IFNy

Cuando se incubaron eosinéfilos por periodos prolongados (hasta 24 hrs) en medios
conteniendo IFNy humano recombinante se observd un aumento en la expresidn de diversas
citocinas eosinofilicas, incluyendo RANTES . A fin de evaluar el comportamiento
temporal de la liberacién de RANTES en periodos cortos de estimulacién con IFNy (500
U/ml), se medid la cantidad de RANTES liberado en células estimuladas a los 0, 10, 30, 60,
120 y 240 minutos {2 x 10° células en cada caso). El IFNy indujo una répida liberaci6n de
RANTES en eosindfilos humanos, alcanzando niveles maximos entre los 60 - 120 minutos
(4 experimentos). En un experimento representativo, los eosinéfilos liberaron un promedio
de 80 + 15 pg/ml de RANTES después de 120 minutos de estimulacién con IFNy (p <
0.005; Fig.9). La cantidad de liberacion méxima vario entre 4 donadores (rango = 74.5 -
302 pg/ml). Después de 2 hrs de estimulacion, la cantidad de RANTES detectada en los
sobrenadantes disminuyé. Los eosindfilos no estimulados no mostraron una liberacion
espontinea de RANTES significativa (Fig.9A). Asi, se encontré que in vitro el IFNy indujo
una rapida liberacion de RANTES en eosinéfilos humanos de sangre periférica. En
comparacioén la liberacion de EPO fue probada en los mismos sobrenadantes y graficada
como porcentaje de la liberacién inducida a los 60 minutes de incubacidén a 37°C con un
agonista de maxima estimulacién como lo es las esferulas de Sephadex (Pharmacia)
recubiertas con suero, en una tnuestra separada. La liberacion de EPO fue potentemente
inducida por el TFNy en los primeros 60 minutos de incubacién y disminuyé después de 120
y 240 minutos de incubacion. Sin embargo, debido a que la actividad de EPO no es siempre

37,38

estable después de su liberacion también medimos la actividad de la B-hexaminidasa en
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los sobrenadantes. La actividad de la PB-hexaminidasa continuo incrementandose en los
sobrenadantes durante la incubacidn continua, alcanzande valores que excedieron los
niveles inducidos por las esferulas de Sephadex cubiertas con suero, después de 240

minutos de estimulacion con [FNy (Fig 9B).

117



Figura 9
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Seguimiento de la liberacién de RANTES, EPQ y P-hexosaminidasa en eosindfilos de sangre
penférica inducida por 500 U/ml de IFNy humano recombinante. (A) Inmunoreactividad de
RANTES en sobrenadantes de eosinéfilos estimulados (2x10° cétulas/determinacion) utilizando un
equipo de ELISA. Los valores representan el promedio de tres determinaciones en un donador
representativo, después de 0, 10, 30, 60, 120 y 240 min de incubacién. Una tendencia de liberacion
similar fue observada en cuatro donadores por separado, La linea punteada representa una sola
determinacion de la liberacion espontanea de RANTES en eosinofilos (valores duplicados en 0 y 60
min) comparado con el valor de RANTES en sobrenadantes al inicio del experimento, *p<0.05
empleando analmsis de varianza Kruskal-Wallis de una cola. La sensibilidad det equipo de ELISA
utitizado fue de 31.2 pg/mi. (B) El IFNy también indujo la liberacion de EPQ y otros productos
almacenados en los granulos eosinofilicos, la PB-hexosaminidasa detectada en los mismos
sobrenadantes de células estimuladas con [FNy es mostrada en (B) la cantidad de proteina granular
liberada esta expresada como porcentaje de la liberacion inducida por un agonista estimulador
méximo (perlas de Sephadex recubiertas con suero) en otro ejemplo. Los puntos y barras de error
representan la media y Error Estandar (EE) de por lo menos tres determinaciones.
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Etiquetado inmunodureo de RANTES

Los cosindfilos no estimulados exhibieron un patron de tincidn granular para la
inmunoreactividad de RANTES, como lo indicé la proximidad de las particulas de oro a los
centros granulares electrodensos (Fig. 10A y B). Este patron de marcado inmune sugiere
que ¢ RANTES puede ser almacenade en asociacién con los granulos cristaloides.
Adicicnalmente, la tincion especifica de RANTES se distribuy® a través de la célula en el
miliu extracelular (mostrada por la punta de flecha en la Fig. 10A). El control de isotipo

mostré un fondo exiguo (Fig. 10C).
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Microscopia slectronica de transmisién de marcaje inmunoaureo de RANTES en
eosinéfilos no estimulados. {A) La flecha indica las particulas de oro asociadas
con los granulos cristaloides electrodensos, mientras la punta de flecha’ muestra ol
marcado inmunoaureo de dreas extragranulares. (B) Mayor aumento de otra
célula. (C) Control de isotipo empleando anticuerpo IgGl murino. Aumento
original (A), 9100 X; (B), 34000 X y (C), 6900 X
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Microscopia de Barrido Liser Confocal

Para examinar la movilizacién de RANTES almacenado empleamos MBP como un
marcador para granulos cristaloides eosinofilicos. Usamos eosindfilos en reposo y
estimulados con IFNy sometidos a marcado inmunofluorescente con anticuerpos
apropiados. Las células inmuno tefiidas mostraron discretas marcas rojas y verdes que
corresponden 2 la inmunoreactividad del conjugado RANTES BODYPI FL (Fig. 11A) y a
la del conjugado MBP Texas Red (Fig. 11B) respectivamente. La inmunofluorescencia
aparece en amarillo donde los colores se sobreponen en las imégenes combinadas (Fig.
11C), sugiriendo que las dos proteinas marcadas colocalizan en el mismo compartimento
intracelular. El control de isotipo exhibié una exigua inmunoreactividad después de sustraer
la autofluorescencia como ha sido reportado previamente (dato no mostrado; **. A mayores
amplificaciones, los granulos cristaloides aparecen en forma de dona con centros rojos
(MBP del centro cristalino) rodeado por inmunofluorescencia verde correspondiente al
RANTES de la matriz de los granulos cristaloides (Fig. 11D, E & F). En los granulos las
inmunoreactividades de MBP y RANTES solo fueron sobrepuestas parcialmente.

En experimentos de seguimiento temporal, los eosinéfilos estimulados con 500 U/ml de
IFNy por 0, 5, 10, 30, 60 minutos y 16 hrs fueron fijados y tefiidos para RANTES y MBP,
Interesantemente, después de 10 minutos de incubacién con IFNy la inmunofluorescencia
de RANTES fue redistribuida en la periferia de las células (Fig. 111, M & O), mientras que
el MBP permaneci6 dentro del nicleo de los granulos secretorios. La inmunofluorescencia

especifica de RANTES disminuy6 visiblemente en las células después de 1h de incubacién
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con IFNy, aunque la actividad de MBP fue aun detectable (Fig. 11K). Después de 16hrs de
incubacién, regreso la inmunoreactividad de RANTES, indicando que algin grado de
remplazamiento habia ocurrido (Fig. 11L). Estos hallazgos fueron reproducidos en
eosindfilos de tres donadores asmiéticos y las imégenes representan el patrén de marcado de
la mayoria de las células en los citocentrifugados.

Para probar la especificidad de la respuesta por IFNy, los eosinofilos fueron incubados
durante 10min con genestina (10° M) antes de adicionar 500 U/ml de IFNy y continuar la
mcubacion otros 10 minutos. La genestina es un inhibidor de la tirosino cinasa de amplio
espectro utilizada para inhibir los pasos tempranos en la ruta de sefializacion del receptor
para [FNy una vez que éste s¢ ha unido a su ligando *. Los efectos de IFNy en Ia
inmemoreactividad de RANTES fueron completamente inhibidos en células con una sola
marca (Fig. 11P; una célula estimulada con marca tnica es mostrada para comparacion en
Fig. 110). Adicionalmente, incubamos eosinéfilos con IFNa (1000 U/ml) por 10 minutos y
encontramos que no tuvo efecto observable en la distribucion de la inmunoreactividad del
RANTES eosinofilico (Fig. 11Q). Para examinar los efectos de IFNo y genestina en los
eosindfilos tomamos ventaja del numero pequefio 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 liberacién significativa de RANTES en

eosindfilos después de 1 h de estimulacion (dato no mostrado).

122



Figura 11

(A-C) MC de eosindfilos
tefiidos para
inmunofluorescencia. (A)
Eosinéfilos no estimulados
marcados con BODIPYL FL
indicando inmunoreactividad de
RANTES. (B) Texas Red
correspondiente a MBP, (C)
imagenes combinadas.

(D-F) muestran (D) Mayor
acercamiento de los granulos
cristaloides mostrando
inmunoreactividad de RANTES
asociada a la matriz granular.
(E) Centros granulares rojos con
immunoreactividad de MBP, (F)
imagenes combinadas de la
misma estructura,

(G-L) imagenes combinadas de
RANTES y MBP en un
seguimiento temporal,
estimulando con 500U/ml de
IFNy. (G) células no
estimuladas, (H) 5 min, (I) 10
min, (1) 30 min, (K} 60 min y
(L) 16 horas. (M) Menor
aumento de las imagenes
combinadas de eosinéfilos
estimulados durante 10 min con
IFNy. (N) Eosinéfilo estimulado
con una sola marca comparado
con {Q) 10 min de estimulacion
(500U/m! de IFNy). (P) Efecto
inhibitorio de Ia genestina 10
mol/L adicionada 10 min antes
de Ia estimulacion con IFNy.
(Q) Célula incubada con
1000U/m! de IFNa durante 10
min. Amplificacién criginales
100 X para todas las imagenes
excepto para (M), 63 X,
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Fraccionamiento subcelular

Eosinéfilos (5 x 107) fueron homogeneizados y depositados en gradientes de Nycodenz (0 -
45%) para su ultracentrifugacion, las fracciones conteniendo organelos intactos se
recogieron para su analisis de actividad enzimatica y ELISA. Los compartimentos
intracelulares fueron identificados en gradientes midiendo las actividades de marcadores
enzimiticos dentro de fracciones individuales (Fig. 12). Los granulos cristaloides
secretorios fueron medidos usando ensayos para EPO y f-hexosaminidasa, mieatras que la
actividad de membrana plasmitica fue determinada en las fracciones por analisis dot-blot
usando anticuerpos anti-CD9. Las fracciones citosélicas fueron detectadas usando un
ensayo de punto final para LDH. Las fracciones con actividad de membrana plasmitica se
sabe que contienen otras membranas ligeras, incluyendo compartimentos de Golgi,
determinadas éstas por actividad de galactosil transferasa medida en subfracciones de
eosinbfilos de cobayo *', Hemos mostrado previamente que la pastilla producida por el
conjunto de fracciones con pico de actividad proteica granular y que sedimenta a
densidades altas tipicamente observado en los grinulos cristaloides, esta enriquecido en
granulos secretorios . |

En eosindfilos 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 f-hexosaminidasa
en fracciones secretorias ricas en granulos, mientras un pico mayor se encontrd asociado a

las fracciones membranales ligeras las cuales se sobreponen con la inmuncreactividad de

CDS9. Algo de la inmunoreactividad de CD$ fue visible en las fracciones granulares, como
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ha sido descrito anteriormente *%2

aunque su densidad optica fue demasiado baja para ser
detectada, sugeriendo que una pequeiia cantidad de CD9 esta intracelularmente distribuida
en el eosindfilo. Esta observacion confirmo nuestros resultados de marcado inmunodureo y
MBLC, los cuales sugirieron que la inmunoreactividad de RANTES solamente colocaliza
parcialmente en los grinulos secretorios de células no estimuladas. En este ejemplo se
encontro que los eosindfilos no estimulados almacenaban aproximadamente 72 pg de
RANTES/10° células.

En eosintfilos subfraccionados la estimulacion con IFNy (500 U/mf) indujo un dréstico
cambio en la distribucién de la inmunoreactividad de RANTES. Esta disminuy6
. rapidamente en las fracciones asociadas a membranas ligeras después de 10 minutos de
estimulacion con IFNy (Fig. 13B), mientras alguna inmunoreactividad permanecié dentro
de las fracciones asociadas a los grénulos. Los eosindfilos almacenaron aproximadamente
23 pg de actividad especifica de RANTES por cada 10° células después de ser estimulados
con IFNy durante 10 minutos lo que significa una reduccion del 68% si lo comparamos con
el de las células no estimuladas. Sin embargo, los eosinofilos 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 plasmética
representando un 49% de la cantidad medida en células no estimuladas (35 pg
RANTES/10° células). Estos resultados coinciden con aquellos de MBLC, en fos cuales los

eosindfilos mostraron actividad reducida de RANTES después de la estimulacién con IFNy

(Fig. 11], K). Cada perfil de subfraciones fue preparado en diferentes ocasiones del mismo
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donador para permitir la comparacién del testigo y células estimuladas. Los eosinéfilos
estimulados con IFNy mostraron perfiles de actividad de EPO similares a los de células no
esttmuladas (Fig. 13), no obstante que el pico de actividad de EPO aparecio disminuido

parcialmente después de 60 minutos de estimulacién con [FNy.
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Figura 12
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Fraccionamiento subcelular de ecsindfilos de sangre periférica (5x107) de donadores asmaticos. Las fracciones fueron recolectadas de

gradientes lineares de Nycodsnz (0 - 45% ) y analizados para actividad de marcadores enzimaticos a fin de obtenar tos parfiles de los

compartimientos subcelulares. Los marcadores utiizados fueron la EPO (grénuios secretonios), la b-hexosaminidasa (grdnulos secretorios y
— lisosomales), CD8 (membrana plasmética) y deshiirogenasa ldctica (citosol). La cuantificacién de RANTES fue hecha con un equipo de
S ELISA en cada una de (as fracciones y expresada como pg/fracaién.




Figura 13
(A} No sstimuiados

9 750
—e— RANTES
40+ ~o— EPO
20 500
20-!
250
10+
G- 0 O O 00 00O Lo
0 s “10 15 20

{B) 10 min con IFNy

0 °. ‘o e o

oy Ty

& 10 15 20

%de actividad total de EPO
R
[
g
(uotoouy/Bd) SIINVY

-
-]

{C) 80 min con IFNy

50+ 750
40
30 800
204
250
10
oA . ———0—0—0-a 0
—rrrrrrT Ty T M|
[ 5 10 15 20
NaGmero de fraccion

Fraccionamiento subcelular de eosindfifos en reposo y estimulados com IFNy (5x10" por
fraccionamiento). Estos experimentos fueron conducidos a diferentes tiempos usando eosindfilos
circulantes del mismo donador. La inmunoreactividad de RANTES fue determinada en fracciones
individuales con un equipo de ELISA siendo expresada como pg/fraccion. Los perfiles de actividad
de EPO son mostrados aqui para comparacion. (A) Eosinofilos no estimulados, (B) eosindfilos
estimulados con IFNy (500U/ml) durante 10 min, (C) 60 min,
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Discusion

Hemos mostrado por primera vez que la inmunoreactividad de RANTES en los eosinofilos
humanos esta asociada con la matriz de los granulos cristaloides. Esto se basa en su cercana
deposicion al marcador proteico del centro del granulo cristalino MBP. Interesantemente,
RANTES fue ademas detectado en compartimentos extragranulares distintos de los
consabidos granulos eosinofilicos que contienen MBP y EPOQ, dichos compartimentos
granulares fueron prontamente liberados en respuesta 2 IFNy. Proponemos que la ripida
movilizacion de RANTES esta confinada dentro de un conglomerado putativo de vesiculas
secretorias pequefias que es fisicamente distinto del granulo cristaloide.

El perfil de la inmunoreactividad de RANTES en las fracciones de eosindfilos no
estimulados sugiere que el pico mayor esta probablemente asociado con vesiculas pequeiias
de baja densidad las cuales a su vez poseen mayor densidad que la membrana plasmatica.
Es importante notar que estas fracciones se diferencian completamente de las membranas

49 Las fracciones ligeras de membranas

endosomales, el Golgi y la membrana plasmatica
probablemente contienen estructuras vesiculotubulares previamente descritas en los
eosindfilos *.

Se observd que el IFNy activd la liberacion de RANTES de los eosinofilos junto con otras
dos proteinas asociadas a los granulos, EPO y B-hexosaminidasa. Invariablemente, los
niveles de RANTES en los sobrenadantes disminuyeron a niveles basales después de 240
minutos de incubacién. De manera similar los niveles de EPO se encontraron que

disminuian después de 120 minutos de incubacién (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 liberacién. Una vez liberado el EPQ es probable que se suelte de
las superficies debido a su naturaleza altamente cationica {punto isoeléctrico [pl] de 10.8)
3738

En suma, RANTES es rapidamente secuestrado por los glucosaminoglicanos de las
superficies celulares después que es secretada, lo cual alienta la adhesion y activacion de
las células que responden a esta citocina **. En nuestros estudios de subfraccionamiento se
observd que la inmunoreactivided de RANTES se desplazo a un pico de muy baja densidad
después de 60 minutos de estimulacion 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 ¢l RANTES [iberado puede adherirse a los
glicosaminoglicanos que cubren la superficie de los eosindfilos. Apoyan la posibilidad de
que los productos especificos de los eosindfilos pueden adherirse a las superficies
membranales durante las determinacicnes el aumente en los sobrenadantes de la enzima no
cationica granular f-hexosaminidasa (pI predicho de 5.4 a 5.9) encontrado durante la
incubacion con IFNy (F‘ig 9B).

Con nuestros estudios sobre los efectos del IFNy en la movilizacion de RANTES aportamos
evidencia de la existencia de vesiculas putativas pequefias en los eosinéfilos. De acuerdo a
los datgs recabados por MBLC, la inmunoreactividad de RANTES es transferida a la
periferia de las células durante la estimulacidon con IFNY, presumiblemente a un
compartimento vesicular diferente de los granulos cristaloides, Mas aim, el perfil de
fraccionamiento subcelular de RANTES en células estimuladas con IFNy (después de 10

minutos) mostré que abatide mucho del RANTES asociado con fracciones de densidad
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ligera, mientras que el RANTES asociado a los granulos se mantuvo a un nivel equivalente
a! de las células no estimuladas. La observacidon de que el IFNy ejerce un efecto tan rapido
en la movilizacién y liberacion de RANTES derivado de eosindfilos fue novedosa y
atractiva. Esto es complementario a un reporte anterior, en el cual el IFNy (1000 U/mil)
aumenta tanto la expresion del RNAm especifico ast como la  produccion proteica de
RANTES en los eosinéfilos después de l6hrs de estimulacién '*, y apoya nuestros
hallazgos de un répido aumento en la inmunoreactividad de IL-6 en eosindfilos humanos de
sangre periférica 7. Después de 60 minutos de estimulacion con IFNy, casi toda la
inmunoreactividad de RANTES c;JIocalizé en las membranas de baja densidad (resultados
obtenidos por fraccionamiento subcelular), indicando que el RANTES asociado al granulo
cristaloide ha sido selectivamente removido y transportado via vesiculas secretorias
pequeilas.

Estas observaciones sugieren que los eosinofilos poseen un mecanismo UGnico para la
liberacion regulada y selectiva de mediadores almacenados en los granulos cristaloides.
Este mecanismo sé efectue, probablemente, a través de la exocitosis de una poblacién de
vesiculas pequefias de densidad ligera. Tales vesiculas secretorias ligeras, pueden ser
responsables del acarreo de proteinas granulares descrito en reportes previos *. Un patrén
similar de desgranulacion gradual ha sido propuesto in vivo, basandose en observaciones de
microscopia electronica de eosinofilos desgranulando . Estudios previos han mostrado
que los eosindfilos llevan & cabo la desgranulacion en respuesta a agonistas como la gama

35,47

GTPyS aplicados intracelularmente “**, aunque los mecanismos de liberacion exocitica no

han sido completamente ¢lucidados. Actualmente estamos investigando fa identidad de las
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pequeiias vesiculas secretorias putativas para determunar su colocalizacion con proteinas
eosinofilicas intracelulares conocidas.
El IFNy es capaz de estimular a los eosindfilos in vitro, de aumentar la citotoxicidad celular

3! & incrementar la expresion de FeyRIII (CD16) ¥ y

dependiente de anticuerpo (ADCC)
CD69 ¥ El IFNy ademas estimula la liberacion y/o aumento de varias citocinas
eosinofilicas, incluyendo IL-3 %, IL-6 *", GM-CSF *'° y RANTES . La expresién de
receptores funcionales para IFNy en eosindfilos humanos de sangre periférica ha sido
descrita recientemente “°. Estos experimentos y otros por venir aportaran mis informacion a
la intrigante observacién de que el IFNy puede inducir cambios rapidos en la expresion de
citocinas, aumento de receptores y liberacidn de mediadores en eosindfilos.

La activacion de la liberacion de RANTES en eosindfilos estimulados con IFNy fue
especifica, como lo muestra la inhibicién con genestina, un inhibidor de tirosina cinasa de
amplio espectro. Esto sugiere que el IFNy actia en esas células por medio de su receptor
especifico el cual a su vez activa la ruta Jak-STAT * 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 liberacién en los sobrenadantes (Fig. 11Q; dato no mostrado). Es poco probable que los
efectos de IFNy fueran mediados per 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 eosindfilos probados en estos experimentos provienieron de sujetos atdpicos. Es
posible que los efectos del IFNy en la movilizacién de RANTES fueran debidos a un

aumento en la suceptibilidad de estas células a esta citocina por un estado de sensibilizacion
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previa . Sin embargo, también hemos detectado una induccion por IFNy en la liberacion
de RANTES intracelular, en eosintfilos obtenidos de individuos atopicos no asmaticos.
Asi, concluimos que es poco ;;robable que la capacidad de los eosinofilos de generar una
respuesta diferencial a IFNy sea dependiente del estatus asmatico del donador.

Estudios con seres humanos y roedores proponen que las citocinas liberadas durante las
reacciones inmunes e inflamatorias sigue una dicotomia del tipo Tht y Th2 en sus
respuestas dependiendc de la naturaleza del estimulo entregada al sistema inmune. En
infecciones bacterianas y virales concomitantes con supresion de atopia, la liberacion de
IFNy se ha asociado a una respuesta de citocinas del tipo Thl 3132 por otro lado, los
eosindfilos 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 >***. Sin
embargo, la distincion entre perfiles de citocinas Thl y Th2 en la mayorifa de los casos de
infeccién e inflamacion en humanos es poco clara. Asi, mientras el IFNy inhibe
potencialmente la maduracién granulocitica y su proliferacion en la médula dsea % 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 ***”. El significado de estos
hallazgos puede ser que el IFNy tenga un papel en la regulacion de la hemeostasis de
eosindfilos, estimulando la completa maduracion de estas células localmente mientras
previene la eosinofilia excesiva, como ha sugerido Velerius et al. *'. Es tentador especular
que el IFNy liberado por células inmunes e inflamatorias infectadas con virus, dentro de la
mucosa aérea de individuos asmaticos, pueda contribuir a la activacion de eosindfilos

residentes de vias aéreas durante la exacerbacion viral de los ataques asmaticos *%.
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Es probable que e RANTES eosinofilico una vez liberado, por su bioactividad, juegue un
papel en la sefializacion paracrina, autocrina o juxtracrina sobre otros eosindfiles. In vitro al
menos, esto ya ha sido demostrado *. Ademas de RANTES, los eosinéfilos contienen otras
citocinas en sus granulos secretorios, como IL-2, [L-4, IL-5, IL-6, TNFa y GM-CSF
475105980 Bl almacenamiento de citocinas como mediadores preformados dentro de los
granulos secretorios y su rapida liberacidn posterior a la estimulacién bodria conferir a los
eosinofilos el potencial para regular las respuestas inflamatorias localmente. Muchas de las
citocinas derivadas de eosindfilos hasta ahora descritas, son producidas en pequefias
proporcignes cuando se comparan con aquellas provenientes de otras células inmunes,
como los linfocitos T. Sin embargo, al contrario de los eosinéfilos, los linfocitos T no se
saben que posean capacidad para almacenar citocinas. En asma por ejemplo, las citocinas
producidas por un abrumador influjo de cosinofilos activamente desgranulando dentro de
las vias aéreas, probablemente prolonguern la sobrevivencia de estas células y perpetiten la
respuesta inflamatoria. Estas interesantes observaciones ampliaran nuestro conocimiento de
las citocinas y/o red de citocinas que regulan los procesos de activacion de los eosindfilos,
de la actividad de estas células como mediadoras de eventos conducentes a la secrecion de

més citocinas, quimocinas y particularmente proteinas granulares con su reconocida secuela

dafiina en la inflamacion alérgica.
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CAPITULO IV

Discusién

Los mecanismos responsables para el reclutamiento selectivo de eosindfilos y Linfocitos T
en los sitios de inflamacién son diversos. Sin duda la produccidn localizada de RANTES en
sitios especificos es uno de los eventos cruciales en dicho proceso. Los eosinofilos son
potentes células efectoras en la inflamacién de tipo alérgico, dada su capacidad para
sintetizar, almacenar y liberar hasta 19 diferentes citocinas y factores de crecimiento 27°.

El RANTES fue descrito inicialmente en linfocitos T activados, lo cual continuaba la
tradicion de colocar a estas células como orquestadores inmunologicos. Sin embargo, el
descubrimiento de [a capacidad de [os eosinOfilos para generar RANTES, abrio la
posibilidad de que estas células estuvieran involucradas en procesos de regulacion
paracrina de linfocites T y autocrina de eosinéfilos.

Los primeros intentos por establecer la naturaleza constitutiva o inducible de RANTES se
hicteron utilizando eosindfilos de sangre periférica de sujetos atépicos. Estos estudios
mostraron una produccion basal del RNAm de RANTES que aumentaba cuando los
eosindfilos eran incubados con IFNy ¥“*™ La forma proteica de RANTES pudo ser
detectada en una pequefia proporcién de eosindfilos que aumentaba en nimero cuando estas
¢élulas eran incubadas con IFNy. Los datos anteriores apuntaban - al menos en donadores
atopicos - hacia una generacién de novo de RANTES.

Ying y col. emplearon RT-PCR e hibridizacion in sifu para una determinacién mas precisa

del porcentaje de eosindfilos productores de RANTES en donadores atépicos. Este grupo
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encontré que Gnicamente el 6,8 - 10% de los eosindfilos expresaban RNAm de RANTES,
no obstante este porcentaje aumentaba al 25% después de que las células eran incubadas
con IFNy ™7,

Hasta este punto, era patente el efecto regulador de! IFNy sobre RANTES, pero el empleo
de eosindfilos que provenian de individuos enfermos no libraba de cierto escepticismo los
resultados obtenidos. El advenimiento de mejores técnicas de purificacion de eosinéfilos,
asi como de métodos de deteccidn de citocinas més sensibles, permitié el analisis de la
expresion genética de RANTES y otras citocinas en eosindfilos de individuos normales.
Los eosinofilos de donadores sanos no estimulados y estimulados con slgA, Ig4, IgG y
TNFa en presencia o ausencia de IL-5, expresaron RNAm especifico de RANTES en 25%
de los casos probados, independientemente de la presencia o naturaleza del estimulo '7’.
Otro estudio sefiala que hubo expresion de RNAm de RANTES en donadores normales (10
de 11 casos) pudiendo ser detectada la forma proteica de RANTES dentro y fuera de
eosinéfilos en reposo 2%,

Los eosinofilos también pueden producir IL-4; citocina tnvolucrada en la generacién de
linfocitos Th! y supresi6n de los Th2, asi como en la promocién del cambio de isotipo IgE
2% La IL-4 es un débil quimioatractante para eosinofilos y quizas su papel mas relevante en
estas células sea la induccion de la expresion de la molécula de adhesion vascular 1
(VCAM-1) en células epiteliales venosas umbilicales humanas (HUVEC) ¥, Dado que el
reconocimiento antigeno muy tardio 4 (VLA-4) - ICAM-1 es necesario para la adhesién y
transmigracion de eosindfilos a través de epitelios, que este mecanismo podria explicar la

migracion selectiva de eosindfilos en algunos sitios inflamatorios.
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El empleo de técnicas de microscopia electronica con marcado inmunodureo Y
fraccionamiento celular mostré que los eosinofilos son capaces de traducir y transcribir IL-
4 ¥ Mas ain, esta citocina se almacena intracelularmente asociandose con los granulos
cristaloides eosinofilicos. In vitro la liberacién de IL-4 hacia el medio externo se estimula
con particulas recubiertas con suero” . Los eosinofilos de donadores sanos recién aislados
o incubados en medio solo son capaces de transcribir y traducir IL-4 '¥”. Debido a que la
IL-4 no es liberada espontaneamente al medio y el tratamiento con actinomicina D reduce

su contenido intracelular, se concluy6 que es sintetizada de novo y constitutivamente ‘.

La evidencia aportada en los trabajos arriba descritos apoya la expresion constitutiva de
RANTES e IL-4 en un buen porcentaje de eosindfilos de sangre periférica
independientemente del estatus del donador. En el desarrollo de esta tesis tratamos de
estudiar mas a fondo la naturaleza constitutiva o inducible de la expresion de RANTES e
IL-4 enfocando nuestra atencion en la aparicion de dichas citocinas durante la
diferenciacion celular de los eosinofilos. Nuestro esfuerzo por establecer un buen sistema
de estudio para la proliferacién y diferenciacién eosinofilica nos condujo a la innovacion de
un método de cultivo semi solido que emplea células CD34+ 27" Nuestro método de
cultivo mostré las siguientes ventajas sobre los cultivos liquidos tradicionalmente
empleados en estas células:

Ausencia de contaminacion con otros tipos celulares en suspensiéon y un alto grado de
pureza, diferenciacién y maduracién eosinofilica (>90%), debido a que cada colonia

tedricamente derivé de un solo progenitor eosinofilico.
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Valiéndonos de esta metodologia, que sin duda sera de gran utilidad en posteriores estudios
de diferenciacion celufar eosinofilica, establecimos el patrén de produccion de citocinas y
el periodo especifico de aparicion para cada una de ellas en eosindfilos gestantes. No deja
de ser interesante y sugestivo el hallazgo de que RANTES e IL-4 ademas de ser citocinas
constitutivas sean de temprana aparicion en el desarrollo y diferenciacién eosinofilica.
Considerando el caracter quimiotictico de RANTES para linfocitos T y eosinéfilos,
pareceria que de alguna forma los progenitores al sintetizar esta quimocina garantizarian
una retroalimentacién positiva y la cooperacién o participaciéon de otras células que
ayudarian a amplificar o llevar a término el proceso de eosinopoyesis. En el caso de la IL-4
ya contdbamos con evidencia que sugeria su participacion en la diferenciacidn eosinofilica
y basofilica *°. En nuestro sistema semi sdlido observamos que la diferenciacion celular es
casi exclusivamente de eosindfilos, dejando abierta la posibilidad de que RANTES, IL-3 ¢
IL-5 pudieran influir de una forma mas decisiva hacia la diferenciacién eosinofilica ya sea
por accidn directa sobre los progenitores o por inhibicidn de otras citocinas participantes.

5 281-283

Es bien conocida la influencia de las citocinas IL-3 e IL- y ocasionalmente de fa IL-

4 % en 13 diferenciacién ecosinofilica, sin embargo nuestros resultados sugieren que la
combinacion de citocinas [L-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 localizacion intracelular y mecanismos de

secrecion de RANTES habida cuenta del efecto inducido por el IFNy en la produccién de

esta quimocina en eosindfilos.
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Poco se sabe acerca de los mecanismos celulares reguladores de la produccion de
RANTES, sin embargo, el analisis de experimentos que utilizan cultivos celulares ha
permito el discernimiento de los siguientes factores:

Factor viral. Células de tracto respiratorio bajo cultivadas con virus sinsicial respiratorio
(VSR) e IFNy incrementan su produccién de RANTES ' Por otro lado en células
epiteliales adenoides y nasales, la sola presencia in vifro del VSR fue capaz de inducir una
respuesta de RANTES dependiente de la dosis empleada *. El virus de la influencia
también estimula la produccién de RANTES, IL-6 ¢ IL-8 en células del epitelio bronquial
5 El citomegalovirus es capaz de inducir la produccién de RANTES en fibroblastos
nasales siempre y cuando el virus este acompafiado de TNFa, IL-1 o IFNy en cultive **".
Factor sinergistico de las citocinas IFNy, TNFa e IL-1. La relacién entre ellas ha sido
estudiada en células del epitelio lobular proximal y en queratinocitos, encontrdéndose que la
combinacion de IFNy, IL-1 y TNFa inducen un aumentc en la sintesis de novo de
RANTES %% En células del misculo respiratorio liso el TNFo incrementa
significativamente la produccion 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 transcripcién y traduccion de RANTES en forma dosis
dependiente **. Un efecto sinergistco similar entre TNFo e IFNy se ha observado en
células humanas derivadas de la conjuntiva (Wk-hc) 2*°. En células epiteliales de la traquea
la accion de IL-1B, TNFe o IFNy individualmente incrementa la produccién de RANTES,.
Sin embargo, cuando se adicionan conjuntamente dichas citocinas la expresion de

RANTES es veinte veces mayor. Este efecto no se ha podido bloquear utilizando IL-4, IL-
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10 ¢ IL-3 ®'. Las células epiteliales bronguiales expresan constitutivamente RANTES y
esta citocina aumenta bajo la accién del TNFa **2. En células de! endotelio microvascular
de 1a mucosa (HMECs) y células del endotelio epitelial nasal (HNECs) la accion conjunta
de TNFq e [FNy dispara la produccién de RANTES en mayor grado a como lo hace la IL-1
sola 2. En monocitos cultivados con IFNy y TNFa se induce un aumento importante de
RANTES jugando un papel determinante los intermediarios del oxigeno. No deja de ser
interesante la reversion de este efecto potenciador por IL-10 %,

En cosindfilos humanos ignoramos si los factores amriba enunciados jueguen un papel
similar, no obstante, sabemos que estas células presentan receptores funcionales para IFNy
3 cuando los eosinéfilos son cultivados en presencia de IFNy por periodos prolongados
aumentan la transcripcién y traduccion de RANTES *” y finalmente lo eosindfilos
estimulados con IFNy adquieren un cierto grado de activacién y propension a la secrecion
296.

En este estudio elegimos eosindfilos de donadores atdpicos asmaticos debido a su mayor
disponibilidad y el IFNy como agente estimulador de la liberacion (y sintesis) de RANTES.
Nuestra hipétesis de trabajo se basd en el supuesto de que el RANTES bajo el efecto del
IFNy ademis de verse afectado en su capacidad de sintesis bien podia ser movilizado
dentro de los eosindfilos y forzado eventualmente a ser secretado al exterior. Primeramete
mostramos, mediante el empleo de microscopia electrénica, que el RANTES efectivamente
s¢: encuentra almacenado dentro de los granulos especificos de los eosindfilos, Nuestros
trabajos con fraccionamiento subcelular indicaron una correlacién entre el RANTES y la

EPO, no obstante que otra fraccién no asociada a EPO con actividad de CD9 de peso
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pequefio fue evidente. Debido a esto conjeturamos que el RANTES se encuentra
almacenado en dos sitios distintos dentro de los eosinéfilos, uno en asociacion con los
granulos cristaloides y otro dentro de vesiculas pequefias. El empleo del IFNy como agente
estimulante tuvo el efecto de movilizar rapidamente el RANTES granular hacia vesiculas
putativas pequefias antes de ser liberado al exterior, como lo mostraron nuestros estudios de
fraccionamiento subcelular de eosindfilos estimulados y los estudios de miscroscopia
confocal con dos colores (RANTES / MBP). Basandonos en lo anterior, inferimos que la
.secrecién de RANTES sigue un comportamiento de liberacion gradual, muy probablemeate
selectiva, lo que de alguna manera recuerda la liberacion de MBP por estas células ¥7 No
deja de ser interesante que sea precisamente el JFNy (una citocina del tipo Thl) quien
propicie una rapida liberacion de RANTES eosinofilico in vitro, Aunque cabe sefialar que
en un estudio que utiliza antigenos inductores de respuestas Thl o Th2 en linfocitos
humanos se encontré que la produccion de RANTES estaba relacionada con el patron de
respuesta Thl. Esto se corrobord utilizando clonas de linfocitos Thl, Th2 y ThoO,
encontrando que sdlo las Thl eran capaces de producir RANTES ™°. In vivo, sabemos que

299

los individuos asmaticos exhiben un sumento de IFNy circulante “~, no obstante que

diferentes trabajos sefialan que el IFNy posee un efecto anti migratorio sobre los

300-307

eosindfilos . En nuestros estudios in vifro observamos clertos efectos del IFNy sobre

eosinofilos humanos, sin embargo cualquier posible relacion con su simil iz vivo esta por
aclararse.
Los eosindfilos se caracterizan por poseer una funcién dualista, ya sea como células

protectoras en la respuesta inmune celular contra los parasitos, bacterias o células
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tumorales, ya como células efectoras en fa patologia concomitante al dafio tisular producido

en la inflamacion cronica,

Dada la capacidad de los eosinofilos para producir citocinas, se podria pensar en un tercer
papel de estas células en los eventos inmunoldgicos, que van desde la presentacion de
antigeno a Ia regulacién de la respuesta inmune. Este tercer papel de los eosindfilos estara
basado en la capacidad de producir citocinas inmunoregulatorias del tipo Tht y/o Th2.
Existen intentos para clasificar a los eosindfilos basiandose en la produccion de citocinas,
Lamkhiouved y col., por ejemplo, reportaron la presencia de dos tipos de eosindfilos; unos

139 sin embargo

productores de las citocinas IL-4, IL-5 e IL-10 y otros productores de IFNy
estas observaciones no han sido corroboradas por otros laboratorios y existe la duda en el
animo de muchos investigadores de una clasificacion parecida al de los linfocitos T **. Es
indudable que si bien los eosindfilos no son ficilmente caracterizables basindose en un
patron caracteristico de citocinas producido, estas células juegan indudablemente un papel
regulatorio en los procesos tnflamatorios en general y en los eventos alérgicos en particular

en donde e! delicado balance de citocinas producido in situ (Th1/Th2) desencadena

diferentes respuestas estereotipadas.
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Conclusiones

En esta tesis se cumplid nuestro cbjetivo de establecer el patron de aparicién de citocinas
en eogindfilos gestantes, proveyendo con esto evidencia adicional y contundente sobre la
naturaleza constitutiva de las citocinas RANTES e [L-4.

Se corroboré el almacenamiento intracelular de RANTES asociade a dos tipos de
estructuras eosinofilicas: los granulos caracteristicos y un conjunto putativo de vesiculas
pequefias.

Se puso de manifiesto el efecto del IFNy en la rapida movilizacion y liberacion del
RANTES eosinofilico intracelular, estando este fendmeno asociado muy probablemente a

un tipo de segregacion especifica y gradual.
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Abatract

Eosinophils synthesize and release a number of cy-
tokines and c¢hemokines, including RANTES, e potent
chamoattractant particularly for memory T cells and
easinophils. Long-term (> 12 h) incubation with interfer.
on-y {IFN-y) has been shown to activate eosinophils and
induce expression of membrane receptors. We hypo-
thesized that IFN-y mobilizes intraceliular RANTES in
eosinaphils in advance of medistor release. Highly puri-
fied peripheral blood ecsinophils were obtained from
asthmatics and stimulated with IFN-y at 500 U/mi for
time course analysis up to 2h. By specific ELISA,
RANTES was detected in supernatants {80x15 pg per
2% 108 cells) following 120 min of stimulation. Immu-
noreactive RANTES in resting cells {5x 107 eosinophils)
was detscted in two intrace!lular compariments in stud-
ias of subcellular fractionation by density gradient cen-
trifugation. After 10 min IFN-y stimulation, RANTES im-
munoreactivity was confined to crystalloid granules.
RANTES was redistributed from secretory granules to
tight-membrane fractions after 60 min of IFN-y incuba-
tion. Our data suggest that rapid mebilization and re-
lease of RANTES occurs from stimulated easinophils,
These findings may have important implications for the
rale of IFN-y in activating human eosinophiis, particular.

ly in severe chronic asthma or viral exaterbation of
asthmatic inflammation, where this cytoking may play a
role,

Introduction

Eosinophif activation in allergic inflammation potential-
ly involves the release of up to {9 different cytokines and
growth factors [reviewed in 1], including RANTES [2}.
RANTES is a CC chemokine and acts as a potent in vitro
chemoattractant for memory T cells and eosinophils [3. 4).
Release of RANTES into biological fluids during allergic
inflammaztion correlates strongly with the intensity of in.
flammatory cell infiltrate and symptoms of allergy and asth-
ma [$]. An earlier study has shown that peripheral blood
eosinophils express RANTES mRNA and apparently store
RANTES intraceliularly [2}. Interferon-+ (IFN-v) stimulu-
tion, in vitro. induced upregulation of RANTES transcrip-
tion 2nd translation in cosinophils {2]. )

We hypothesized that intracellular RANTES is rapidly
mobilized and secreted following stimulation by IFN-vina
time-dependent manner. RANTES release was analyzed in
cosinophils purified from atopic subjects using RANTES-
specific ELISA and subcellular fractionation. and ifts sites of
storage were compared with the crystalloid grunule protem
¢osinophil peroxidase (EPO).
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CHEMOKINES

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. Velazquez,
S.F. Paul Man, and Redwan Mogbel

The CC chemokine RANTES is synthesizad, storsd, and
upreguiated in responss to Interferon-y {IFN-v} in buman
peripherat blood sosinophils. In this report, we propose that
RANTES is rapidly mobliized from soslnophil crystaliold
granules during agonist-induced degranulation. We stimu-
jated purified sosinophils (>99%) from atopic asthmatics
with 500 U/mL IFN-y to analyze tha kinetics of mobilization
and retexss of RANTES (0 to 240 minutas). We used subcailu-
lar fractionation, immuncgold analysis, twe-color confoeal
laser 3canning microscopy (CLSM), and enzymae-linked immu-
nosorbent assay {ELISA} to trace the movement of easinophitl:
darlved RANTES from intraceliular stores to release. RANTES
was rapidly mobilized {10 minutes} and released after 120
minutes of stimulation (80 = 15 pg/mL per 2 x 10% cells).

OSINOPHIL ACCUMULATION is a hallmark of allergic
inflammation, particularly within the airway mucosa of
asthmatic subjects. Eosinophils are thought to be activaied in
response to local inflammatory stimuli by releasing an array of
mediators. These consist of cytotoxic granule proteins such as
major basic protein (MBP), eosinophil cationic protein (ECP),
and eosinophil peroxidase (EPO}, products of respiratory burst,
and lipid mediators.'? In addition, eosinophils potentially
synthesize or produce up o 18 different cyiokines and growth
factors, including interleukin-2 (IL.-2),34 IL-4,* IL.-6,57 granulo-
¢yte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) *18 and
RANTES.M-1 A number of these proteins have been shown to
exert autocrine effects on eosinophils, including RANTES b1l.1*
RANTES is a CC chemokine, which has been shown to be a
potent chemoatiraciant for CD4*/CD45SRO™ T cells, eosino-
phils. basophils, monocyte/macrophages, and mast ceils. !> In
addition to eosinophils, RANTES is synthesized and/or rejeased
by a number of other ceil types, such as T cells, plateles,
macrophages, endothelial cells, fibroblasts, epithelial cells, and
a mast cell line.'%2 Cutaneous injection of RANTES was
found to induce marked ecosinophil recruitment in human
subjects, which was more rapid in allergic compared with
normal subjects.? In earlier srudies, RANTES has been impli-
cated in delayed-type hypersensitivity reactions'® and in ongo-
ing inflammatory processes in theumaroid arthritis. ®® RANTES
may have a role in contributing to the infiltration of inflamma-
tory cells in allergenchallenged airway mucosal tissue in
asthma, Although the expression and release of RANTES in
tissue and bronchoalveolar lavage (BAL) fluids from resting
asthmatic and normal subjects do not differ sigificantly, 336 the
levels of RANTES were found (o be elevated in BAL fluids
obtained from asthmatics 4 hours after allergen challenge?’ and
in nasal fluids obtained from subjects with allesgic rhinjus after
challenge with a grass pollen extract.?® Increased RANTES
secretion correlated stongly with eievated ussue eosinophil
numbers in both asthma and rhinitis. Furthermore, RANTES
has been shown to upregulate expression of CD11/CDI8 en
monocytes?® and induce histamine retease from human baso-

Hlood. Vot 8¢, No 1 {July 1}, 199%: pp 23-32

RANTES appeared to be stored in at least two Intraceliular
compartments; the matrix of crystalioid granules, detacted
by major basic protein and sosinophll peroxidase activities,
and & speciallzad small secretory vesicle prasant in light
membrans fractions. Tha extragranuisr RANTES was mabi.
lized more rapldly than that of crystalloid granules during
IFN-y stimulation. This effact was not observed in sosino-
phils treated with [FN-a, interleukin-3 {IL-3}, IL-5, granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor {GM-CSF), or genis-
tein followed by {FN-«y. Our findings suggest that RANTES
may be mobilized and released by piecameal degranuiation
upon stimulation, involving transport through » putative
pocl of smali secretory vesicles,

© 1599 by The American Socisty of Hematology.

phils,® suggesting that it may also have a role in immediate-
rype allergic responses.

It has previously been shown that periphera) blood eosino-
phils express mRNA for and release bioactive RANTES in
response to serum-coated beads, using immunocytochemistry
(ECC), in situ hybridization (ISH), and enzyme-linked immunco-
sorbent assay (ELISA)LM A granular pattern of immunocyto-
chemical staining of eosinophils was observed, suggesting that
eosinophils store preformed RANTES in intracellular compart-
ments. Interferon-y (IFN-v) was found to upregulaie RANTES
mRNA and protein expression in eosinophils afier 16 hours of
stimulation.!! [FN-v has been shown 10 be a viable stimulus for
cosinophils in a nurmber of studies. 8753113

We criginally hypothesized that intracellular RANTES was
secreted after sttmulation by IFN-y in a time-dependent manner.
However, preliminary data indicated that IFN-v had a more
apid effect on mobilization of RANTES than previousty
anticipated. Thus, we propose that RANTES is rapidly mobi-
lized from intracellular stores in a piecemeal panern of degranu-
lation. Easinophils were punfied from peripheral blood ob-
twined from atopic asthmatics and stimulated with recombinant
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