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Evaluacion de la funcion de los granulocitos en
el sindrome de hiperinmunoglobulinemia E
con infecciones recurrentes

Carlos Julio Montoya, Juan Alvaro Lépez, Paula Andrea Velilla,
Claudia Rugeles, Pablo Javier Patifio, Diana Maria Garcia de Olarte

Grupo de Inmunodeficiencias Primarias, Corporacién Biogénesis,
Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia.

El sindrome de hiper-IgE con infecciones recurrentes (SHIEIR) se caracteriza por infecciones de
la piel y el aparato respiratorio causadas especialmente por Staphylococcus aureus y algunos
hongos, infecciones que se asocian frecuentemente con dafio tisular. Para explicar esta evolucién
clinica se ha documentado en el SHIEIR una deficiencia en la quimiotaxis de las células fagociticas,
pero no se ha evaluado la expresion de las moléculas de adhesion que regulan este fenémeno.
Ademads, a pesar del dafio tisular observado en este trastorno, no se ha estudiado la produccion
de citocinas activadoras de los granulocitos ni la produccién de moléculas reactivas derivadas
del oxigeno. En seis pacientes con SHIEIR se evalu6 la secrecion de GM-CSF e IL-5 de las
células mononucleares cultivadas con mitdgenos y antigenos, la quimiotaxis de los granulocitos
inducida por el N-formil-metionil-leucina-fenilalania (FMLP) bajo gel de agarosa, la explosion
respiratoria de los granulocitos después de la activacion con forbol-miristato-acetato (PMA)
determinada por citometria de flujo y la expresién de las moléculas de superficie L-selectina y
CD11b en los granulocitos activados con PMA. Ademas, se determiné la modulacion ejercida
sobre estas funciones de los granulocitos por el GM-CSF y los sobrenadantes de cultivos. Con
respecto a los controles, los pacientes con SHIEIR presentaron una produccion normal de GM-
CSF y un aumento en la secrecién basal de IL-5, mientras que no existieron diferencias
significativas en la quimiotaxis, la explosién respiratoria y la expresion de L-selectina y CD11b.
El GM-CSF recombinante humano no modul6é ninguna de las funciones evaluadas en los
granulocitos de pacientes con SHIEIR, pero se observé que los sobrenadantes de cultivos de
células mononucleares tenian la capacidad de inhibir la quimiotaxis, incrementar la explosion
respiratoria y causar la liberacion de la L-selectina desde la superficie celular. Los pacientes con
SHIEIR estudiados eran asintomaticos en el momento de realizar la investigacién gracias a un
programa de control y terapia permanente, por lo que estos hallazgos sugieren que en este
sindrome los granulocitos se activan mas facilmente en respuesta a los factores proinflamatorios
y que la produccion de estas Ultimas sustancias es mayor en el SHIEIR.

Palabras clave: sindrome de hiper-IgE, GM-CSF, IL-5, quimiotaxis, explosién respiratoria,
moléculas de adhesion.

Evaluation of granulocyte function in the hyper immunoglobulin E syndrome associated with
recurrent infections

The hyper-IgE syndrome with recurrent infections (HIESRI) is characterized by skin and respiratory
infections due to Staphylococcus aureus and several fungi infections which are frequently
associated with tissue damage. A deficiency in the chemotaxis of phagocytic cells has been
documented to explain these findings; however, the expression of adhesion molecules, the
secretion of cytokines that activate granulocytes and the production of oxygen reactive molecules
have not been evaluated in HIESRI. Six HIESRI patients were evaluated for the following
parameters: (1) secretion of GM-CSF and IL-5 by mitogen and antigen-activated mononuclear
cells, (2) the chemotactic response of FMLP-activated granulocytes, (3) the respiratory burst of
PMA-activated granulocytes, and (4) the expression of L-selectin and CD11b in PMA-activated
granulocytes. Human recombinant GM-CSF and culture supernatants were evaluated for capacity
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to modulate granulocytic function. Compared to controls, HIESRI patients showed a normal
production of GM-CSF and an increase in the basal secretion of IL-5. No significant differences
were observed for chemotaxis, respiratory burst or L-selectin and CD11b expression. The GM-
CSF did not modulate these functions in granulocytes from HIESRI patients, but culture
supernatants applied to granulocytes inhibited chemotaxis, increased respiratory burst and caused
the shedding of L-selectin from the granulocyte surface. The 6 HIESRI patients were
nonsympotmatic during the time of this research due to a program of continued treatment; findings
suggest that granulocytes are activated more easily in response to proinflammatory factors and
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that production of these factors is higher in HIESRI.

Key words:
molecules.

El sindrome de hiper-IgE con infecciones
recurrentes (SHIEIR) o sindrome de Job es un
trastorno multisistémico que compromete la
respuesta inmune, la piel, el tejido conectivo, los
huesos y la denticién. Las principales
manifestaciones son una concentracion sérica
elevada de IgE, la dermatitis crénica pruriginosa,
un sindrome de infeccion recurrente anormal con
abscesos de piel y tejidos profundos causados
especialmente por Staphylococcus aureus, el
desarrollo de neumopatia supurativa con formacion
de neumatoceles y un retardo en el recambio dental
con ausencia de reabsorcién de la raiz en la
dentadura decidua. Las manifestaciones clinicas
del SHIEIR pueden aparecer desde las primeras
semanas de vida y se considera que este
sindrome se hereda en forma autosémica
dominante con expresion variable y penetrancia
incompleta (1,2).

Desde la caracterizacion inicial del SHIEIR se han
descrito multiples alteraciones inmunoldgicas que
se asocian con la susceptibilidad anormal a las
infecciones; los analisis de laboratorio han
demostrado una mala regulacién de la produccion
de IgE, eosindfilia, defectos en la quimiotaxis de
los granulocitos y deficiencias en la respuesta
inmune celulary en la produccién de anticuerpos
especificos (3, 4). Sin embargo, y probablemente
debido a la marcada heterogeneidad de los
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hallazgos clinicos y de laboratorio, los
mecanismos fisiopatoldgicos responsables de
este sindrome aln se desconocen.

En los pacientes con SHIEIR el nimero de
granulocitos circulantes es normal, asi como su
capacidad fagocitica y microbicida; sin embargo,
se ha informado repetidamente que estos
individuos presentan una alteracién variable pero
persistente en la quimiotaxis de los granulocitos
y en la respuesta inflamatoria, esta Ultima
expresada por la formacion de abscesos frios (4-
7). Sin embargo, y en contradiccién con estas
alteraciones, también llama la atencion el dafio
tisular grave que ocurre en los sitios de infeccion
mas frecuentes, en especial el pulmon.

En los pacientes con SHIEIR deben existir
factores, como algunas citocinas, que contribuyen
a los defectos en la quimiotaxis y la respuesta
inflamatoria, pero que también favorecen el dafio
tisular en los sitios de infeccién. Para avanzar en
la comprensién de los mecanismos fisio-
patoldgicos responsables de estas alteraciones
es necesario evaluar el comportamiento de las
moléculas més importantes en la adhesién y
migracién de los granulocitos, asi como las
citocinas relevantes en la produccién y activacion
de estas células.

Durante una reaccion inflamatoria se produce la
extravasacion de los leucocitos desde el torrente
circulatorio, fenémeno que requiere la interaccién
entre pares de moléculas de adhesion expresadas
en la superficie de los leucocitos, las células
endoteliales y la matriz extracelular (8,9). La
interaccion inicial, conocida como adhesion laxa,
es mediada fundamentalmente por moléculas de
la familia de las selectinas. Luego tiene lugar la
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adhesion fuerte originada por la interaccion de las
integrinas leucocitarias con moléculas de la
superfamilia de las inmunoglobulinas expresadas
en el endotelio. Cuando los granulocitos alcanzan
la matriz extracelular se inicia la quimiotaxis
gracias a lainteraccion de las integrinas de estas
células con moléculas expresadas en la matriz;
en este proceso cumplen la funcién mas
destacada la integrina CD11b/CD18 (MAC-1) y
otras moléculas de la familia de las integrinas beta-
1. En el SHIEIR, la alteracién variable en la
guimiotaxis podria deberse a un trastorno en la
expresion de la L-selectina que impediria un
rodamiento normal; se ha observado que la
activacion de los granulocitos lleva a la liberacién
de la L-selectina desde la membrana, por lo que
un estado de preactivacién por las infecciones
recurrentes presentes en este sindrome podria
estimular la eliminacién de la L-selectina desde
la superficie de los granulocitos y alteraria su
proceso normal de rodamiento (10). Este defecto
en la migracion de los granulocitos también podria
deberse a alteraciones en la expresién o
reorganizaciéon funcional de las integrinas
leucocitarias, en especial del MAC-1.

El factor estimulante de colonias de granulocitos
y monocitos (GM-CSF) actla sobre los
precursores medulares ya diferenciados hacia las
lineas granulocitica y monocitica para estimular
su maduracion, proliferacion y liberacion.
Adicionalmente, el GM-CSF también ejerce su
accion sobre los granulocitos maduros
estimulando diferentes funciones como la
explosion respiratoria. Los intermediarios reactivos
derivados del oxigeno, producidos durante la
explosién respiratoria, cumplen un papel
fundamental en la actividad microbicida, pero
también se han asociados con el dafio tisular
presente en las reacciones inflamatorias agudas
y crénicas (11-13).

En los seres humanos, la IL-5 es un factor de
crecimiento especifico para los eosinoéfilos.
Cuando estas células ya estan maduras, la IL-5
incrementa su supervivencia y activacion en las
respuestas inflamatorias (14,15). La capacidad de
los eosindfilos para producir dafio tisular ha sido
sugerida por la naturaleza téxica de las proteinas
de sus granulosy el hallazgo de estas células en
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los tejidos de algunas enfermedades con notoria
destruccion de tejidos (15).

El dafio tisular que caracteristicamente se asocia
con las infecciones recurrentes observadas en el
SHIEIR podria ser causado por una anormalidad
en la produccién de citocinas, con secrecién
elevada de GM-CSFy de IL-5; estas dos proteinas
se caracterizan por su capacidad de activar los
neutrofilos y los eosindfilos, respectivamente.
Adicionalmente, la eosinofilia en sangre y tejidos
ha sido caracteristicamente descrita en el SHIEIR
y se sabe que la IL-5 es el principal promotor de
la produccién y actividad funcional de estas
células. Para tratar de determinar las alteraciones
en la funcion de los granulocitos en el SHIEIR en
esta investigacion se evalug, en los pacientes con
este sindrome, la produccion de las citocinas GM-
CSF e IL-5, la expresion de las moléculas de
adhesion L-selectinay MAC-1, la quimiotaxis y la
explosion respiratoria, haciendo énfasis en la
modulacién de estas funciones por factores
solubles.

Materiales y métodos
Sujetos de estudio

Se estudiaron seis pacientes (4 varones y 2
mujeres; rango de edad: 5-20 afios), con
diagnostico de SHIEIR de acuerdo con los criterios
definidos por el grupo de expertos de la OMS (16).
Todos tenian antecedentes de inicio temprano de
la sintomatologia consistente en dermatitis
cronica, candidiasis mucocutinea, abscesos en
piel y tejido subcutédneo por Staphylococcus
aureus y neumonias por Streptococcus
pneumoniae. Cinco pacientes desarrollaron
neumonia supurativa con neumatoceles
persistentes y cuatro requirieron cirugia de torax.
En todos los pacientes, las subpoblaciones de
células T (CD3+, CD4+, CD8+) fueron normales,
asi como la concentracion sérica de IgG, IgM,
IgAY los isotipos de IgG (IgG1, 1I9G2, IgG3, 1IgG4);
la concentracion sérica de IgE estaba
anormalmente elevada (rango: 1.600 a 24.000 Ul/
ml) y las pruebas de hipersensibilidad retardada
con PPD y candidina fueron negativas.

En el momento de la evaluacion, todos los
pacientes con SHIEIR se encontraban en control
mensual con los especialistas del Grupo de
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Inmunodeficiencias Primarias de la Universidad
de Antioquia; como tratamiento recibian vitamina
C y antibioticoterapia (trimetoprim sulfa o dicloxa-
cilina) permanentes. De acuerdo con los registros
clinicos, en los seis meses anteriores ninguno de
los pacientes habia requerido hospitalizacion ni
padecido de infecciones agudas graves. Ademas,
al tiempo de realizar los experimentos, la
evaluacién clinica y el extendido de sangre
periférica realizado durante el procesamiento de
las muestras para la citometria de flujo permitié
establecer que ningln paciente presentaba
manifestaciones de episodios infecciosos agudos.

Como controles se evaluaron en forma paralela,
pareados por sexoy edad, seis individuos sanos
sin antecedentes de enfermedades mediadas por
IgE. La investigacion recibi6 la aprobacién del
Comité de Etica del Centro de Investigaciones
Médicas de la Universidad de Antioquia y todos
los participantes o sus tutores firmaron un formato
de consentimiento informado.

Aislamiento de las células mononucleares de
sangre periférica (CMSP)

Las CMSP se aislaron de sangre venosa periférica
heparinizada, utilizando un gradiente de densidad
con ficoll (Histopaque 1077, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO) centrifugando a 400 g/30 min/T °
ambiente. Las CMSP fueron lavadas dos veces
con medio RPMI 1640 (Gibco BRL Life
Technologies, Gaithersburg, MD) a 250 g/10 min/
4 °C y se resuspendieron en RPMI a una
concentracion final de 1 x 108 células/ml.

Cultivo de las CMSP

Los cultivos de las CMSP se realizaron por
duplicado en placas de 24 pozos, adicionando en
cada pozo 1 x 10° células en RPMI 1640 (Gibco)
suplementado con 10% de suero bovino fetal
estéril (Gibco). Las células fueron estimuladas con
100 pl de una solucién del mitégeno
fitohemaglutinina A (PHA, Sigma; concentracion
final de 5 pg/ml) o antigeno (toxoide tetanico
Connaught Laboratories, Swiftwater, PA;
concentracién final de 1:200). Las placas se
colocaron en incubacion en camara de CO,, al 5%/
37 °C. Se prepararon varias placas para recolectar
los sobrenadantes y medir en ellos la
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concentracion de las citocinas a las 24, 48, 72y
144 horas.

Como control interno de los experimentos, y para
descartar una contaminaciéon o una alteracién
extrinseca en la activacion, en cada caso se hizo
un cultivo por triplicado con 1 x 10° células por
pozo en placas de 96 pozos, para evaluar la
proliferacidon celular ante el estimulo con el
mitégeno y el antigeno. La timidina tritiada (ICN,
Costa Mesa, CA) se utilizé para pulsar los cultivos
alas 48 horas (mitégeno) o a los 6 dias (antigeno);
la proliferacion se determind por las cuentas por
minuto (cpm) cuantificadas en un contador de
centelleo Beta (Beckman LS 3801, Beckman,
Fullerton, CA).

Cuantificacion de citocinas

La concentracién de las citocinas de interés en
los sobrenadantes se determiné por medio de la
técnica de ELISA no competitiva en sandwich
(estuches comerciales para IL-5 y GM-CSF,
Pharmingen, San Diego, CA).

Quimiotaxis de los granulocitos de sangre
periférica en gel de agarosa

Los granulocitos de sangre venosa periférica se
aislaron mediante una técnica modificada de Yanai
y col. (17), utilizando como anticoagulante acido
citrico monohidratado, citrato de sodio y dextrosa
(ACD) a razén de 5:1. Brevemente, para
sedimentar los glébulos rojos la sangre se
deposité sobre dextran 70 al 6% (Pharmacia,
Uppsala, Sweden) y se dejé por 45 mina 1 g; el
sobrenadante se sometié a un gradiente de
densidad con ficoll (Sigma), centrifugando a 400
g/30 min/T ° ambiente. Después de descartar el
plasmay la capa de CMSP, se eliminaron del boton
con los granulocitos los eritrocitos contaminantes
por medio de una lisis hipotonica con KCI 0,6 Ny
agua destilada desionizada. Luego, la suspension
se centrifug6 a 300 g/6 min/4 °C y los granulocitos
se resuspendieron en tamp6n PBS pH 7,4 (Gibco).
Laviabilidad y la pureza evaluadas con azul tripano
y violeta de genciana fueron mayores del 95%.
Los granulocitos se llevaron a una concentracion
final de 5 x 107 células/ml.

La quimiotaxis se realiz6 de acuerdo con la técnica
modificada de Nelson y col. (18). En cajas de Petri
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de poliestireno de 60 x 15 mm (Falcon Becton
Dickinson & Co, Oxnard) se preparé una mezcla
de agarosa tipo Il (Sigma) en 4,16 ml de agua
destilada desionizada suplementada con medio
esencial minimo 2X (MEM, Gibco), HEPES 0,01
M (Sigma) y suero humano inactivado al 10%. En
el gel solidificado se prepararon 6 filas verticales
de tres pozos cada una (3 mm de didmetro; tres
filas para el paciente y tres para el control, para
una evaluacion por triplicado en cada
experimento). En los pozos interiores se
adicionaron 10 ml de una solucién de Hanks con
gelatina al 0,1% (Gibco) para evaluar la migracién
espontanea de las células; en los pozos exteriores
se depositaron 10 ml de FMLP (107M, Peninsula
Laboratories Inc., San Carlos, CA) como factor
guimiotactico; en los pozos centrales se colocaron
10 pul de la suspensién de células a 5 x 107/ml.
Las cajas de Petri se incubaron en una camara
con CO, al 5%/2,5 h/37 °C. Luego, las células se
fijaron con glutaraldehido (Sigma) al 2,5% y se
colocaron durante toda la noche a 4 °C. En la
mafiana siguiente, se descart6 la capa de agarosa
y se tifieron las células con colorante de Wright/
15 min. Para determinar el diferencial quimiotactico
se realiz6 la lectura de la migracion dirigida y a
ésta se le restd el valor de la migracion
esponténea, utilizando un microscopio de luz con
un ocular calibrado y un objetivo 3,2/10. El
diferencial quimiotactico promedio se obtuvo de
los valores de las tres filas y se expresé en
unidades de migracién (1 U=0,2 mm).

Evaluacion de la explosion respiratoria de los
granulocitos por citometria de flujo

Para este estudio se obtuvieron 3 ml de sangre
venosa periférica heparinizada y se utilizé el
protocolo de separacién de leucocitos propuesto
por Rothe y Valet (19), en el cual se eliminan los
eritrocitos por un método que inhibe el contacto
de los leucocitos con cualquier medio de
separacién, evitando asi su activacion.
Brevemente, los 3 ml de sangre heparinizada se
colocaron sobre 3 ml de ficoll (Sigma); los
eritrocitos se sedimentaron a 1 g/40 min/T®
ambiente. Luego, se extrajeron los 800 ml
superiores del sobrenadante rico en leucocitos y
se colocaron en hielo para inhibir la activacion
espontanea.
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La explosién respiratoria se evalué por duplicado
midiendo la produccion de peréxido de hidrogeno
por citometria de flujo utilizando Ila
dihidrorrodamina 123 (DHR123); este compuesto
se oxida en presencia del peréxido de hidrégeno
formando un compuesto fluorescente denominado
rodamina. En un tubo de polipropileno se
mezclaron 100 ml de la suspension de leucocitos
con 1 ml de PBS y 10 ml de la solucion de DHR
123 (DHR, Molecular Probes, Eugene, OR;
solucién de trabajo 100 mM en PBS), incubando
5 min/37 °C en bafio maria. Luego, las células
fueron activadas con 10 ml de PMA (Sigma,
solucién 1mM in N,N-dimethylformamide) durante
10 min/37 °C vy, finalmente, las muestras se
leyeron en un citébmetro de flujo (Coulter Epics
XL, Coulter, Miami, FL) para analizar la
fluorescencia verde emitida por la rodamina en
10.000 células de la regién que correspondia a
los granulocitos.

Evaluacion de la expresion de moléculas de
adhesion en los granulocitos: CD62L (L-
selectina) y CD11b

En tubos de polipropileno de 12 x 75 mm se
depositaron 100 pul de sangre venosa periférica
mas 5 ml de cada anticuerpo monoclonal contra
CD62L-FITC, CD11b-PE y los isotipos de control
correspondientes (Pharmingen). Luego, se hizo
una incubacién por 20 min/oscuridad/T° ambiente,
seguida de la lisis de los eritrocitos con 2 ml de
un tampon de lisis 1X (Facs Lysis Reagent,
Becton Dickinson). A continuacion, las células se
lavaron con 2 ml de tampén de citometria (PBS
pH 7,37, suero bovino fetal al 1% y azida de sodio
al 0,1%) centrifugando a 250 g/5 min/T° ambiente.
Luego de aspirar el sobrenadante, las células se
fijaron con tampon de fijacion (PBS pH 7,2,
paraformaldehido al 1% y azida de sodio 0,1%) y
la region de los granulocitos fue analizada en el
citémetro de flujo (Coulter) de acuerdo con la
distribucién en el SSC y el FSC.

Modulacién de la funcién de los granulocitos
ejercida por los sobrenadantes de cultivos de
pacientes y controles y por el GM-CSF
recombinante humano

Antes de realizar estos experimentos, utilizando
células de individuos sanos, se efectuaron curvas
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de dosis-respuesta con los diferentes estimulos
con el objetivo de seleccionar las concentraciones
més eficientes para las condiciones
experimentales.

Se escogieron los sobrenadantes de pacientes y
controles provenientes de cultivos de CMSP
estimuladas con PHA por 48, 72y 144 horas, pues
fue este estimulo, a estos tiempos, el que indujo
la mayor secrecién de citocinas. Estos
sobrenadantes se mezclaron para poder tener unas
condiciones de estimulacion idénticas en los dos
grupos de estudio; la dilucion escogida de esta
mezcla de sobrenadantes fue de 1:5 en PBS. El
efecto del GM-CSF recombinante humano
(Pharmingen) se evalué a una concentracion de
10 ng/ml; el del FMLP a 10"M y el del anti GM-
CSF humano (Pharmingen) a 0,25 pg/ml.

Para determinar la modulacion ejercida por estos
estimulos sobre la quimiotaxis, la explosion
respiratoria y la expresion de L-selectinay CD11b,
se incubaron previamente las células con los
diferentes estimulos durante 60 min/37 °C en bafio
maria; luego se procedidé a realizar los
experimentos como se ha descrito anteriormente.

Analisis estadistico

Con los resultados de los diferentes experimentos
se determinaron la media aritmética y el error
estandar. Debido a la distribucién normal de los
datos, la comparacion estadistica entre los
resultados de cada grupo estudiado se realizé
utilizando una prueba tde Student.

Resultados

Deficiente proliferacion linfocitaria en las
CMSP de pacientes con SHIEIR estimuladas
con un mitégeno o un antigeno

Como se observa en la figura 1, en ausencia de
estimulacién, la proliferacién fue muy baja y no
varié significativamente entre pacientes y
controles, lo que sugiere la ausencia de
contaminacién. En el cultivo con PHA se
encontraron diferencias significativas entre los dos
grupos, pues las CMSP de los pacientes con
SHIEIR presentaron una proliferacion menor que
los controles (p=0,0053). Después del reto con
con toxoide tetanico, la diferencia en la
proliferacion entre pacientes y controles fue ain
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mas significativa, debido a una respuesta muy
baja de las CMSP de los pacientes con SHIEIR
(p=0,0002).

Secrecion normal de GM-CSF e incremento de
IL-5 en el SHIEIR

Como se puede observar en el cuadro 1, luego
del cultivo de las CMSP con mitégenos y
antigenos, en los sobrenadantes de los dos grupos
evaluados se detecto6 por ELISA la presencia de
GM-CSF a los diferentes tiempos analizados. No
se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la concentracién de esta citocina
entre los dos grupos, con las diferentes
condiciones de estimulacion y a los distintos
tiempos de evaluacién. Sin embargo, la mayor
producciéon de GM-CSF se obtuvo luego de la
incubacion de las CMSP con PHA, alcanzando
niveles significativos desde las 24 horas de cultivo
y aumentando gradualmente con el tiempo de
cultivo. De otro lado, el toxoide tetanico sélo indujo
un aumento notable en la secrecion de esta
citocina luego de 144 horas de cultivo. En los
sobrenadantes de las CMSP no estimuladas, por
lo general, la concentracion de GM-CSF fue
establemente baja.

En cuanto a la producciéon de IL-5, en los
sobrenadantes de cultivos de CMSP de pacientes
y controles, se detect6 la secrecion de IL-5 con
todas las condiciones de estimulacién y en todos
los tiempos evaluados. Sin embargo, cuando las
CMSP no fueron estimuladas, se observo en los
sobrenadantes de los pacientes con SHIEIR una
concentracion mas alta de IL-5, aunque sélo
mostré diferencias significativas a las 24 horas
de cultivo (p=0,0465) (cuadro 1). De nuevo, el mejor
estimulo para inducir la secrecion de IL-5 en los
dos grupos estudiados fue la PHA, pero no se
observaron diferencias significativas entre ellos.
Luego del reto con el toxoide tetanico durante 24
horas, los pacientes con SHIEIR secretaron una
cantidad significativamente mayor de IL-5
(p=0,0451). No obstante, el cultivo con este
antigeno en los otros tiempos evaluados no llevo
a diferencias significativas entre los dos grupos
en la secrecion de IL-5, pues la produccion de
esta citocina aumenté gradualmente en los
controles de acuerdo con el tiempo de cultivo
(cuadro 1).
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Cuadro 1. Concentracién de GM-CSF e IL-5 (en picogramos/ml) en los sobrenadantes de cultivos de células mononucleares

de pacientes con SHIEIR y controles sanos.

Pacientes SHIEIR Controles
(n=6) (n=6)
Tipo y tiempo de estimulacion (horas) Media +/- EE * Media +/- EE * Valor p
GM-CSF
Ninguno
24 8,0 +/- 3,8 1,8 +/- 1,8 0,0854
48 8,7 +/- 4,2 55 +/-5,5 0,3277
72 3,7 +/- 3,6 6,9 +/- 4,8 0,2544
144 23,8 +/-12,5 6,2 +/- 3,1 0,1004
PHA
24 29 +/- 9,0 18,3 +/- 14,3 0,2704
48 124 +/- 39,2 264 +/- 116,8 0,1411
72 103 +/- 26,8 284 +/- 156,4 0,1402
144 279 +/- 130,6 177 +/- 122,1 0,2905
Toxoide tetanico
24 6,7 +/- 4,24 8,7 +/- 8,7 0,4199
48 10,2 +/- 6,5 25+/-25 0,1458
72 8,3 +/-5,6 1,7 +/- 1,7 0,1438
144 44 +/- 34,21 29,2 +/- 9,7 0,3430
IL-5
Ninguno
24 33,6 +/- 10,7 8,4 +/- 8,4 0,0465
48 32,6 +/- 10,3 10,0 +/- 7,8 0,0554
72 32,6 +/- 10,3 15,6 +/- 9,9 0,1309
144 35,6 +/- 11,3 18,2 +/- 11,7 0,1544
PHA
24 44,2 +/- 15,7 40.2 +/- 24,6 0,4469
48 91 +/- 37,6 173 +/- 84,5 0,1980
72 66,7 +/- 14.8 183 +/- 115,0 0,1700
144 111 +/- 50,6 72,9 +/- 31,3 0,2683
Toxoide teténico
24 31+/-9,8 7,7 +/-7,6 0,0451
48 33,8 +/- 10,9 17,6 +/- 9,7 0,1462
72 25,6 +/- 11,4 30,4 +/- 14,4 0,3995
144 40,1+/- 12,9 126 +/- 97,6 0,2016

GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos; IL-5: interleucina 5; PHA: fitohemaglutinina A

SHIEIR: sindrome de hiper-IgE con infecciones recurrentes

* Media +/- EE: media aritmética y error estandar de la concentracién de cada citocina en los sobrenadantes de cultivos de

células mononucleares.

Los sobrenadantes de cultivo de las CMSP
disminuyen la actividad quimiotactica de los
granulocitos de pacientes con SHIEIR

Como se observa en la figura 2, cuando se utilizé
el FMLP como estimulo, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre
el diferencial quimiotactico de los granulocitos de
los pacientes con SHIEIR y los respectivos
controles (p=0,0716).

De otro lado, la incubacién de los granulocitos
con los sobrenadantes de cultivo de los pacientes
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produjo una disminucién estadisticamente
significativa de la quimiotaxis en los pacientes
comparado con los controles (p=0,0031). El
mismo efecto se observo cuando los granulocitos
fueron preincubados con los sobrenadantes de
cultivo de los controles, pues se produjo una
disminucién significativa en la quimiotaxis de los
granulocitos de los pacientes (p=0,0025) (figura 2).

Cuando los granulocitos se preincubaron con los
sobrenadantes de cultivos mas un anticuerpo
monoclonal anti GM-CSF humano, se observé un
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Figura 1. Deficiente proliferacion linfocitaria de las células
mononucleares de pacientes con SHIEIR estimuladas con
un mitégeno o un antigeno.
Ptes: pacientes con SHIER; Ctl: controles sanos; SE: sin
estimulacion; PHA: fitohemaglutinina A; TT: toxoide tetanico;
cpm: cuentas por minuto.
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Figura 2. La incubacion con los sobrenadantes de cultivo
de las células mononucleares disminuye la actividad
quimiotéactica de los granulocitos de pacientes con SHIEIR.

FMLP: N-formil-metionil-leucina-fenilalanina; SCMSP:
sobrenadantes de cultivos de células mononucleares;
Ptes: pacientes con SHIEIR; Ctls: controles sanos; GM-CSF:
factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos;
aGMCSF: anticuerpo monoclonal anti GM-CSF; SHIEIR:
sindrome de hiper-IgE con infecciones recurrentes.

*: p<0,05.

ligero incremento en la actividad quimiotactica de
los granulocitos de los dos grupos con respecto a
los que fueron incubados sdélo con los
sobrenadantes. Sin embargo, siguid existiendo una
diferencia significativa en el diferencial
guimiotactico entre los dos grupos estudiados
tanto para la preincubacién con sobrenadantes de
pacientes mas anti GM-CSF (p=0,0036) como para
laincubacion con sobrenadantes de controles mas
anti GM-CSF (p=0,0441).

SINDROME DE HIPER-IGE Y GRANULOCITOS

La incubacion de los granulocitos de pacientes y
controles con GM-CSF recombinante humano solo
y con GM-CSF més el anticuerpo anti GM-CSF
humano no indujo diferencias significativas en el
diferencial quimiotactico entre los dos grupos de
estudio (p=0,1672y p=0,0850, respectivamente).

Debido a la poca variabilidad en el diferencial
guimiotactico de los granulocitos de los controles
con las diferentes condiciones de estimulacion,
cuando se analizo el efecto de esos estimulos
sobre la quimiotaxis exclusivamente en el grupo
de los controles, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (datos no
mostrados). Como se puede observar en el cuadro
2, los hallazgos interesantes se observaron al
analizar el efecto de los diferentes estimulos sobre
los granulocitos de los pacientes con SHIEIR.
Comparada con la estimulacién Unicamente con
FMLP, la incubacion de los granulocitos de los
pacientes con los sobrenadantes de pacientes o
de los controles llevé a una disminucién
significativa de la quimiotaxis (p=0,0101 y
p=0,0236, respectivamente). Sin embargo, al
comparar el efecto inhibitorio inducido por los
sobrenadante de cultivos de pacientes y controles
sobre la quimiotaxis de los granulocitos de
pacientes no se hall6 una diferencia
estadisticamente significativa, o que sugiere no
sélo la presencia de factores solubles inhibidores
en los dos tipos de sobrenadantes sino también
una predisposicién particular de los granulocitos
de pacientes con SHIEIR para modular
negativamente la actividad quimiotactica en
respuesta a esos factores. Tampoco se observo
una diferencia significativa cuando se compararon
los diferenciales quimiotacticos de los
granulocitos de pacientes luego de la estimulacion
con FMLP y con GM-CSF.

Cuando se compararon con el efecto inducido por
la incubacion con el GM-CSF, los sobrenadantes
de cultivos de pacientes y controles llevaron a
una disminucion significativa en la quimiotaxis de
los granulocitos de los pacientes (p=0,0105 y
p=0,0392, respectivamente), lo que indica la
presencia en los sobrenadantes de otros factores
solubles con mas potencia para modular la
actividad quimiotactica. Esto se pudo comprobar
cuando los granulocitos de los pacientes fueron
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Cuadro 2. Comparacion del efecto de los diferentes estimulos sobre la quimiotaxis de los granulocitos de los pacientes con

SHIEIR.

Estimulos comparados

Efecto de los estimulos sobre

los granulocitos de pacientes con SHIEIR

Media +/- EE * Valor p
de las unidades de DQ **

FMLP 9,1 +/- 0,96
SCMSP de pacientes*** 5,55 +/- 0,89 0,0101
FMLP 9,1 +/- 0,96
SCMSP de controles *** 6,85 +/- 0,66 0,0236
FMLP 9,1 +/- 0,96
GM-CSF recombinante humano 9,15 +/- 0,97 0,4905
SCMSP de pacientes 5,55 +/- 0,89
SCMSP de controles 6,85 +/- 0,66 0,1339
SCMSP de pacientes 5,55 +/- 0,89
GM-CSF recombinante 9,15 +/- 0,97 0,0105
SCMSP de controles 6,85 +/- 0,66
GM-CSF recombinante 9,15 +/- 0,97 0,0392
SCMSP de pacientes 5,55 +/- 0,89
SCMSP pacientes + anti GM-CSF 7,03 +/- 0,79 0,1210
SCMSP de controles 6,85 +/- 0,66
SCMSP controles + anti GM-CSF 8,48 +/- 1,03 0,1061

FMLP: N-formil-metionil-leucina-fenilalanina; GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos; SHIEIR:
sindrome de hiper-IgE con infecciones recurrentes; SCMSP: sobrenadantes de cultivo de células mononucleares.
*  Media +/- EE: media aritmética y error estandar del diferencial quimiotactico de los granulocitos luego de la incubacién

con los diferentes estimulos

**  DQ: unidades de diferencial quimiotactico (1 U=0,2 mm); resulta de restar la migracion espontanea de la migracion

estimulada por el agente quimiotactico

** | os sobrenadantes utilizados corresponden a una mezcla de los sobrenadantes de cultivos de células mononucleares
estimuladas con PHA por 48, 72 y 144 horas (dilucion de 1:5 en PBS)

incubados con alguno de los dos tipos de
sobrenadantes mas un anticuerpo anti GM-CSF;
si bien esta combinacion disminuyé la capacidad
inhibidora de los dos sobrenadantes, no se
observo una diferencia significativa entre la
guimiotaxis después de la incubaciéon con los
sobrenadantes solos y la incubacién con los
sobrenadantes mas el anti GM-CSF (p=0,1210
para el sobrenadante de pacientes y p=0,1061 para
el de los controles).

Los granulocitos de pacientes con SHIEIR no
tienen alterada la produccion de peréxido de
hidrogeno después de la modulacién con
factores activadores

Cuando se evalué la explosién respiratoria en los
granulocitos de sangre periférica sin ninguna
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estimulacion, se observé que, aunque los
granulocitos de los pacientes con SHIEIR
mostraban una mayor produccién de perdxido de
hidrégeno, no existia una diferencia significativa
al compararla con la de los controles sanos
(p=0,0901). Después de la incubacion de los
granulocitos con los otros diferentes estimulos
analizados (PMA, FMLP, sobrenadante de
cultivos, GM-CSF y anti GM-CSF) no se
observaron diferencias significativas en la
produccion de peréxido de hidrégeno entre los
granulocitos de pacientes y los de los controles.

El mejor estimulo para inducir la explosién
respiratoria de los granulocitos fue el PMA,
seguido por los sobrenadantes de cultivo de los
pacientes. EI FMLP, el GM-CSF y los
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sobrenadantes de cultivos de los controles
mostraron un nivel similar de activacion de la
explosion respiratoria (datos no mostrados). Estos
resultados sugieren que en los sobrenadantes de
los pacientes con SHIEIR existe una mayor
concentracién o un tipo diferente de factores
activadores de los granulocitos, fenémeno que
ayudaria a explicar el dafio tisular observado en
este sindrome.

A pesar de que con las diferentes condiciones de
estimulacion evaluadas no existieron diferencias
significativas en la produccion de perdxido de
hidrégeno por los granulocitos de pacientes y

SINDROME DE HIPER-IGE Y GRANULOCITOS

controles, al analizar el efecto de los diferentes
estimulos dentro de cada grupo estudiado, se
encontraron evidencias de la modulacion del
sistema NADPH oxidasa en cada grupo (cuadro
3). Cuando los granulocitos se activaron con
PMA, tanto en los pacientes como en los controles
se observOo un aumento significativo en la
explosién respiratoria (p=0,0002 y p<0,0001,
respectivamente). Sin embargo, y debido a la
mayor produccién basal de peréxido de hidrogeno
por las células de los pacientes, cuando se
compar6 la explosion respiratoria de los
granulocitos no estimulados y la de aquéllos

Cuadro 3. Comparacion del efecto de los diferentes estimulos sobre la explosion respiratoria de los granulocitos de los

pacientes con SHIEIR y los controles sanos.

Estimulos comparados

Efecto de los estimulos
sobre los granulocitos de
pacientes con SHIEIR

Efecto de los estimulos
sobre los granulocitos de
los controles

Media +/- EE *Valor p Media +/- EE * Valor p
(IMF)* (IMF)

Sin estimulacion 7,48 +/- 3,25 2,65 +/- 0,79
PMA 55,88 +/- 8,59 0,0002 62,96 +/- 8,55 <0,0001
Sin estimulacion 7,48 +/- 3,25 2,65 +/- 0,79
FMLP 10,88 +/- 2,83 0,2242 11,20 +/- 2,55 0,0047
Sin estimulo 7,48 +/- 3,25 2,65 +/- 0,79
SCMSP de pacientes ** 33,86 +/-9,12 0,0107 38,63 +/- 14,02 0,0141
Sin estimulo 7,48 +/- 3,25 2,65 +/- 0,79
SCMSP de controles ** 16,88 +/- 7,82 0,1465 9,81 +/- 3,69 0,0435
Sin estimulo 7,48 +/- 3,25 2,65 +/- 0,79
GM-CSF recombinante 9,93 +/- 4,49 0,3339 11,90 +/- 7,22 0,1158
SCMSP de pacientes 33,86 +/- 9,12 38,63 +/- 14,02
SCMSP de controles 16,88 +/- 7,82 0,0940 9,81 +/- 3,69 0,0374
SCMSP de pacientes 33,86 +/- 9,12 38,63 +/- 14,02
GM-CSF recombinante 9,93 +/- 4,49 0,0202 11,90 +/- 7,22 0,0605
SCMSP de controles 16,88 +/- 7,82 9,81 +/- 3,69
GM-CSF recombinante 9,93 +/-4,49 0,2293 11,90 +/- 7,22 0,4009
SCMSP de pacientes 33,86 +/- 9,12 38,63 +/- 14,02
SCMSP pacientes + anti GM-CSF 42,03 +/- 13,46 0,3131 31,73 +/- 7,01 0,3346
SCMSP de controles 16,88 +/- 7,82 9,81+/- 3,69
SCMSP controles + anti GM-CSF 22,13 +/- 11,56 0,3573 26,18 +/- 12,81 0,1238

Ver leyendas cuadros 1y 2
* Intensidad media de fluorescencia
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retados con FMLP no se present6 una diferencia
significativa en los pacientes con SHIEIR
(p=0,2242), mientras que en los controles si se
aprecio un aumento significativo en la produccién
de peréxido de hidrégeno inducida por el FMLP
(p=0,0047). Este resultado sugiere un estado de
preactivacién basal en los granulocitos de los
pacientes con SHIEIR.

Comparada con la produccién de peroxido de
hidrogeno en condiciones basales, los granulocitos
de ambos grupos presentaron un aumento
significativo en la explosion respiratoria luego de
la incubacién con los sobrenadantes de cultivos
de pacientes (p=0,0107 y p=0,0141, respectiva-
mente, cuadro 3). Sin embargo, cuando se
comparé la produccion de peréxido de hidrégeno
inducida por los sobrenadantes de cultivos de
controles con la produccién basal en los pacientes
no se presentaron diferencias significativas
(p=0,1465), mientras que en los controles el
estimulo con este sobrenadante si indujo una
activacion significativamente mayor de la
explosion respiratoria (p=0,0435). Estos hallazgos
pueden indicar la presencia de diferentes factores
activadores de los granulocitos en los
sobrenadantes de cultivo; la diferencia en la
respuesta obtenida en los dos grupos se puede
explicar porque los granulocitos de los pacientes
con SHIEIR tenian una mayor produccién basal
de peroxido de hidrégeno.

En el grupo de pacientes no se encontré una
diferencia significativa en la explosion respiratoria
cuando se compararon los efectos de la
estimulacion de los granulocitos con los
sobrenadantes de cultivo de pacientes y controles
(p=0,0940, cuadro 3). Sin embargo, en el grupo de
los controles esta comparacion si arrojé una
diferencia significativa (p=0,0374). Lo anterior se
puede explicar por la mayor produccion de peroxido
de hidrégeno por los granulocitos de los pacientes
luego de la incubacion con los sobrenadantes de
los controles, fenbmeno que también sugiere una
mayor respuesta de los granulocitos en el SHIEIR
a los estimulos proinflamatorios.

En los dos grupos analizados la estimulacion con
el GM-CSF recombinante humano no origind
diferencias significativas en la produccion de
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peroxido de hidrégeno cuando se compar6 con la
produccion por los granulocitos no estimulados
(cuadro 3). De otro lado, en el grupo de pacientes
se observd una produccién significativamente
mayor de peréxido de hidrégeno luego del estimulo
con el sobrenadante de cultivo de pacientes al
compararla con la produccion por la estimulacién
con el GM-CSF (p=0,0202), mientras que en el
grupo de los controles no se encontré una
diferencia significativa en la explosién respiratoria
de los granulocitos al comparar estos dos
estimulos (p=0,0605). Lo anterior también apoya
la sugerencia de que los granulocitos en el SHIEIR
son mas susceptibles a la activacién por factores
solubles.

Finalmente, al comparar en cada grupo la
explosion respiratoria de los granulocitos
incubados con alguno de los sobrenadantes de
cultivo y la explosion respiratoria luego del
estimulo con uno de los sobrenadante mas el anti
GM-CSF, no se observé ninguna diferencia
estadisticamente significativa en los dos grupos
evaluados (cuadro 3). Es mas, en la mayoria de
los casos la incubacion con los sobrenadantes
mas el anti GM-CSF aumenté la explosion
respiratoria, lo que podria parecer paraddjico. Sin
embargo, y como esté descrito en los métodos,
para esta estimulacién se utilizaron los
sobrenadantes de cultivo que contenian la mayor
concentracion de GM-CSF y el entrecruzamiento
de las moléculas de GM-CSF unido a su receptor
de membrana por los anticuerpos anti GM-CSF
puede incrementar las sefales de activacién
llevando a un aumento en la explosién respiratoria.

Los pacientes con SHIEIR y los controles
tienen una expresion similar de CD62L y CD11b
luego de la modulacion con diferentes factores
activadores

Tanto en condiciones basales (sin estimulo) como
luego de la incubacion con los diferentes estimulos
no se presentaron diferencias significativas entre
los pacientes con SHIEIR y los controles en el
porcentaje de granulocitos que expresaban L-
selectina. La mayor expresion de esta molécula
se encontré en las células de sangre periférica no
estimuladas. Con la excepcién del GM-CSF, los
demas estimulos llevaron a una disminucién en
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el porcentaje de granulocitos que expresaban L-
selectina, siendo la incubacién con PMA la del
efecto mas potente (datos no presentados).

Al analizar, en cada uno de los grupos, el efecto
modulador de los diferentes estimulos sobre la
expresion superficial de la L-selectina en los
granulocitos, se observé que tanto en los
pacientes como los controles se presentaba el
mismo comportamiento. Por esa razén, se
muestra solo el analisis del grupo de interés que
son los pacientes con SHIEIR (cuadro 4). Cuando
se comparo la expresion de la L-selectina en la
superficie de los granulocitos no estimulados con
la de aquéllos incubados con los diferentes
factores, se observé una disminucion significativa
luego de la incubaciéon con PMA (p<0,0001),
sobrenadantes de cultivo de pacientes (p=0,0021)
y sobrenadantes de cultivo de controles
(p=0,0017); este fendbmeno no se observoé luego
de laincubacién con el GM-CSF (p=0,4870).

SINDROME DE HIPER-IGE Y GRANULOCITOS

Al comparar el efecto del sobrenadante de cultivos
de pacientes y el de los controles no se observé
una diferencia estadisticamente significativa en
la expresion de la L-selectina en los granulocitos
(p=0,4909). Sin embargo, la disminucién en la
expresion de esta molécula inducida por alguno
de los dos sobrenadantes fue significativa cuando
se comparé con el efecto del GM-CSF (p=0,0017
para el sobrenadante de los pacientes y p=0,0013
para el de los controles). Tampoco se observaron
diferencias significativas en la expresion de la L-
selectina sobre los granulocitos cuando se
comparo el efecto de cada uno de los dos
sobrenadantes versus el efecto de la incubacion
con uno de los sobrenadantes mas el anticuerpo
anti GM-CSF.

Con respecto a la expresion de la molécula CD11b
en la superficie de los granulocitos, en todas las
condiciones experimentales analizadas, tanto sin
estimulo como luego de las diferentes

Cuadro 4. Comparacion del efecto de los diferentes estimulos sobre la expresién de la L-Selectina en los granulocitos de

pacientes con SHIEIR.

Estimulos comparados

Efecto de los estimulos

sobre los granulocitos de pacientes con SHIEIR

Media +/- EE * Valor p
(IMF)*
Sin estimulacion 72,66 +/- 7,54
PMA 4,68 +/- 4,22 < 0,0001
Sin estimulo 72,66 +/- 7,54
SCMSP de pacientes ** 21,91 +/- 11,50 0,0021
Sin estimulo 72,66 +/- 7,54
SCMSP de controles ** 22,28 +/- 10,82 0,0017
Sin estimulo 72,66 +/- 7,54
GM-CSF recombinante 72,33 +/- 6,41 0,4870
SCMSP de pacientes ** 21,91 +/- 11,50
SCMSP de controles ** 22,28 +/- 10,82 0,4909
SCMSP de pacientes ** 21,91 +/- 11,50
GM-CSF recombinante 72,33 +/- 6,41 0,0017
SCMSP de controles ** 22,28 +/- 10,82
GM-CSF recombinante 72,33 +/- 6,41 0,0013
SCMSP de pacientes ** 21,91 +/- 11,50
SCMSP pacientes + anti GM-CSF ** 32,21 +/- 11,73 0,2723
SCMSP de controles ** 22,28 +/- 10,82
SCMSP controles + anti GM-CSF ** 29,11 +/- 8,45 0,3148

Ver leyendas cuadros 1y 2
* Intensidad media de fluorescencia
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incubaciones, no se presentaron diferencias
significativas en la expresiéon del CD11b entre el
grupo de los pacientes con SHIEIR y el de los
controles (datos no presentados). Ademas, la
expresion basal de esta molécula no presenté
cambios estadisticamente significativos luego de
los diferentes estimulos, por lo que no se analizé
la modulacién en cada uno de los grupos
estudiados.

Discusion

Una de las manifestaciones mas importantes del
SHIEIR es la susceptibilidad a las infecciones
recurrentes de la piel y el aparato respiratorio,
causadas frecuentemente por Staphylococcus
aureus y algunos hongos. Para explicar este
cuadro clinico se han documentado defectos en
la respuesta inmune innata y adquirida,
especialmente en la activacion de los linfocitos T
y la produccion de anticuerpos especificos (1). Sin
embargo, este tipo de infecciones se observa
caracteristicamente en aquellos pacientes con
deficiencias en la funcién de las células
fagociticas, como los defectos de adhesién
leucocitaria, las neutropenias congénitas y la
enfermedad granulomatosa crénica (20).

En los pacientes con SHIEIR se ha observado
una alteracion en la respuesta quimiotactica de
las células fagociticas, pero su presencia es vari-
able en el tiempo y entre los pacientes (5,7). Para
explicar esta anormalidad hasta ahora no se habia
evaluado la expresion de las moléculas de adhesion
en este sindrome. También, y a pesar de que el
dafio tisular es una de las consecuencias comunes
del SHIEIR, pocos estudios analizaron la explosion
respiratoria y la produccion de moléculas reactivas
derivadas del oxigeno (10). En esta investigacion
nos propusimos realizar una evaluacion mas
completa de la funcién de los granulocitos en el
SHIEIR, estudiando un mayor numero de
pacientes que se encontraban en tratamiento
permanente y que no habian presentado
infecciones agudas o graves en los Ultimos seis
meses.

En primer lugar, quisimos determinar en los
pacientes con SHIEIR la secrecion de dos citocinas
importantes en la produccién y activacion de los
granulocitos. Se encontrd una produccién normal
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del GM-CSF en los pacientes, tanto en
condiciones de no estimulacion como después
del cultivo con un mitégeno y un antigeno.
Anteriormente nuestro grupo reportd una elevada
secrecion de esta citocina en pacientes con
SHIEIR (10). Consideramos que esta diferencia
se debe a que para la primera investigacion los
pacientes estudiados tenian poco tiempo de
seguimiento después del diagndstico y se
encontraban en condiciones clinicas muy
diferentes a las actuales, con procesos
infecciosos de dificil control y neumopatia crénica.
Se ha descrito que el GM-CSF se produce en
respuesta a los estimulos infecciosos agudos y
crénicos, ademas que es secretado por las células
epiteliales pulmonares y contribuye en la
respuesta inmune generada en el pulmon (21,23).
Asi, los trastornos infecciosos crénicos, en
especial en el aparato respiratorio como se
presentan en el SHIEIR, pueden contribuir a
aumentar la sintesis de esta citocina.

Otro hallazgo caracteristico del SHIEIR, que puede
estar relacionado con el dafio tisular, es la
eosinofilia presente en sangre periférica y los
tejidos infectados. En los seres humanos, la IL-5
es la citocina responsable de la produccion de
los eosindfilos y la regulacion de sus funciones
(14). Al momento de realizar esta investigacion
no existia ningln informe en la literatura sobre la
produccion de la IL-5 en pacientes con el SHIEIR.
En este trabajo se encontré que las CMSP de los
pacientes con SHIEIR producian IL-5 adn en
condiciones de no estimulacion y que en estos
pacientes existia un aumento significativo en la
concentracion de esta citocina luego de la
incubacion por 24 horas con toxoide tetanico. La
estimulaciéon con PHA hizo desaparecer esta
diferencia, ya que activd tempranamente la
sintesis de multiples citocinas por los linfocitos T
de pacientes y controles. Estos hallazgos
sugieren que, en condiciones basales, las CMSP
de los pacientes con SHIEIR estan produciendo
IL-5 anormalmente, fendmeno que nos
proponemos confirmar a nivel transcripcional, pues
si las CMSP de estos individuos se encuentran
in vivo en un estado de preactivacion, la sintesis
anormal de esta citocina podria incidir en la
eosinofiliay el dafio tisular. Se conoce la naturaleza
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téxica de las proteinas de los granulos de los
eosindfilos y se han encontrado estas células en
los tejidos de otras enfermedades que presentan
dafio tisular (14,24).

Como control del funcionamiento de los cultivos
celulares, se evalud la proliferacién linfocitaria
luego de la estimulacion; las CMSP de los
pacientes con SHIEIR mostraron una disminucién
significativa en la respuesta proliferativa luego de
la estimulacién, especialmente con el antigeno.
En los pacientes estudiados en este trabajo, la
anormalidad descrita ha sido persistente, pues
diferentes evaluaciones de la blastogénesis con
toxoide tetanico, candidina y Dermatophagoides
pteronyssinus han mostrado la misma alteracién
(25). Lo anterior refleja un patron permanente de
activacion deficiente de los linfocitos T ante los
retos antigénicos en este sindrome. Sin embargo,
es paraddjico que este fenédmeno no altera la
secrecidn de citocinas, hecho que amerita
investigaciones adicionales; nosotros también
hemos comprobado a nivel transcripcional que la
expresion de los genes para diferentes citocinas
como la IL-2, IFN gamma e IL-13 es normal
(manuscrito en preparacioén). Desde la descripcion
inicial del SHIEIR, varios investigadores han
informado una inadecuada respuesta proliferativa
de las células mononucleares ante el estimulo
con antigenos (3,4,26); éste es un hallazgo
caracteristico del sindrome y sugiere que, ante
unas subpoblaciones normales de linfocitos T,
podria existir un defecto en la comunicacion que
normalmente se establece entre las células T y
las células presentadoras al momento de la
interaccion consignada.

Conrespecto a los defectos en la quimiotaxis de
los granulocitos de pacientes con SHIEIR, esta
anormalidad es variable en el tiempo y més
aparente en los momentos en que se presentan
las infecciones (2,5-7). En este trabajo no se
observaron diferencias significativas entre
pacientes y controles en la migracién de los
granulocitos estimulados por el FMLP; sin
embargo, estudios previos en estos mismos
pacientes al momento del diagnéstico y durante
varios afios de observacion han mostrado
alteraciones en la migracion dirigida por este factor
quimiotactico. El hallazgo de una quimiotaxis
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normal en el presente estudio puede estar
relacionado con las condiciones clinicas en las
gue se encuentran los pacientes, puesto que estan
la mayor parte del tiempo sin infecciones y reciben
antibioticoterapia y vitamina C permanentemente.
Estudios in vitro e in vivorealizados en individuos
con sindrome de Chediak-Higashi (27) y en sujetos
sanos (28) informaron que el acido ascérbico
modulaba positivamente la migraciéon de los
neutrofilos; esto puede explicar parcialmente los
buenos resultados clinicos que tiene en el SHIEIR
la terapia combinada de antibiéticos y vitamina
C, apesar de la severidad y complejidad que tiene
este trastorno en su evolucién natural sin
tratamiento.

Un hallazgo interesante es la disminucion en la
respuesta quimiotactica de los granulocitos de los
pacientes con SHIEIR luego de la incubacién con
los sobrenadantes tanto de pacientes como de
los controles. Anteriormente, se habia informado
que las CMSP de pacientes con este sindrome
producian factores que inhiben el proceso
quimiotactico (6), pero esas sustancias tampoco
se identificaron plenamente. Estos resultados
podrian reflejar una susceptibilidad de los
granulocitos de los pacientes con SHIEIR a
responder a los estimulos proinflamatorios
secretados por las CMSP en cultivo, pues este
mismo efecto no se observé cuando los
granulocitos de los controles fueron retados con
los dos tipos de sobrenadantes.

Resultados previos sobre la produccién de
citocinas en el SHIEIR sugirieron que una elevada
secrecion del GM-CSF en estos pacientes podria
modular negativamente la quimiotaxis de los
granulocitos (10). En esta investigacion se
demostr6 que el GM-CSF no afecta
significativamente la quimiotaxis de los
granulocitos de los pacientes con SHIEIR y que
el efecto inhibidor que tienen los sobrenadantes
de cultivo sobre la quimiotaxis de los granulocitos
de los pacientes no fue contrarrestado por un
anticuerpo contra el GM-CSF. La presencia de
otros factores en los sobrenadantes que pueden
modular las diferentes funciones de los leucocitos
hace dificil proponer una sola molécula como la
responsable de las alteraciones en la migracién
de los fagocitos; sin embargo, recientemente se
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describi6 en el SHIEIR la expresién anormal de
los genes para algunas citocinas proinflamatorias
y quimocinas (29), hallazgo que requiere ser
validado con estudios que demuestren la
consecuencia funcional de estos defectos en la
expresion génica.

Otro proposito de esta investigacion era definir el
comportamiento de la explosion respiratoria en el
SHIEIR, pues esta reaccion genera moléculas que
podrian estar involucradas en el dafio tisular. La
explosion respiratoria de los granulocitos,
evaluada determinando la produccion de perdxido
de hidrégeno luego de diferentes estimulos, no
mostré diferencias estadisticamente significativas
entre los pacientes con SHIEIR y los controles.
Sin embargo, los granulocitos de los pacientes
en condiciones basales produjeron una cantidad
superior de peroxido de hidrégeno a la observada
en los controles y muy similar a la inducida por el
FMLP. Este hallazgo podria sugerir que los
granulocitos circulantes de los pacientes con
SHIEIR estan expuestos a microambientes
preactivadores, que incrementan la capacidad de
respuesta a los diferentes estimulos funcionales.

También llamé la atencidn el efecto de los
sobrenadantes sobre la explosion respiratoria de
los granulocitos. Con respecto al nivel basal, la
produccion de peréxido de hidrégeno se
incrementé significativamente después de la
incubacion de los granulocitos con los
sobrenadantes, pero este efecto fue mucho mas
marcado para los sobrenadantes de los pacientes.
La activacion de la explosion respiratoria
desencadenada por los sobrenadantes de
pacientes se ubico cuantitativamente en un nivel
intermedio cuando se comparé con el FMLP y el
PMA, indicando que en esos sobrenadantes
existen sustancias con capacidad de incrementar
la actividad del sistema NADPH oxidasa. La
modulacion de la explosion respiratoria por
sobrenadantes de cultivo ya ha sido informada
en el modelo de asma (30).

Previamente habiamos informado un aumento en
la explosion respiratoria de los granulocitos en los
pacientes con SHIEIR (10) y quisimos evaluar si
este fendmeno estaba asociado con una
produccion anormal de GM-CSF. Como se
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demostré con este estudio, el GM-CSF indujo un
incremento muy moderado en la explosion
respiratoria, apenas comparable a la lograda por
la incubacion con el FMLP. Ademas, la incubacién
simultdnea de los sobrenadantes de cultivos con
el anticuerpo anti GM-CSF no alter6 la capacidad
de esos sobrenadantes para estimular la explosion
respiratoria. Se considera que el GM-CSF es un
preactivador que sinergiza en esa accion con otros
quimioatrayentes; también se ha observado que
la incubacién prolongada de los neutréfilos en
presencia del GM-CSF induce positivamente la
expresion de receptores de FMLP de baja afinidad
concomitantemente con un incremento moderado
en el metabolismo oxidativo (31).

El andlisis de la expresién de las moléculas de
adhesion L-selectinay CD11b sobre la superficie
de los granulocitos no mostro diferencias
significativas entre los pacientes con SHIEIR y
los controles. Sin embargo, al analizar el
comportamiento de los diferentes estimulos sobre
la expresion de la L-selectina, se encontré que
los sobrenadantes de pacientes y controles
inducen una reduccion significativa de la expresion
de la L-selectina cuando se compara con la
encontrada en condiciones basales, fendmeno sélo
observado luego de la incubacion con el PMA.
Este efecto no se debié al GM-CSF, pues la
incubacion de los granulocitos con este factor no
disminuy6 significativamente la expresion de la
L-selectina, ademas la incubacioén de las células
con los sobrenadantes mas el anticuerpo anti GM-
CSF no mejoré significativamente la expresiéon
observada en la incubacién de las células con los
sobrenadantes solos. Asi mismo, previamente
habiamos demostrado que el GM-CSF no tenia
un efecto modulador importante sobre la expresion
de la L-selectina (32). Se ha sugerido que la
regulacién negativa en la expresion de la L-
selectina es un mecanismo fisiolégico que se
desencadena con la activacién celular (33,34); asi,
la disminucidn significativa en la expresion de la
L-selectina en los granulocitos del grupo de
pacientes con SHIEIR puede explicarse por la
combinacion de una mayor respuesta a los
factores activadores mas la presencia de
sustancias proinflamatorias presentes en los
sobrenadantes de cultivo.
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En conclusién, esta investigacion permitio
descartar en el SHIEIR una anormalidad en la
produccion del GM-CSF y documentar por primera
vez un aumento en la secrecion de IL-5 en
condiciones basales, hallazgo que amerita una
investigacibn mas profunda. No se detectaron
otros defectos funcionales que comprometieran
la actividad de las células fagociticas; sin
embargo, teniendo en cuenta los resultados de
otras investigaciones en este sindrome y
considerando el tratamiento que desde afios atras
recibian los pacientes evaluados de esta
investigacién, estos hallazgos sugieren que las
alteraciones en las células fagociticas informadas
previamente podrian obedecer mas a un estado
de infeccion crénica. Estos resultados también
pueden ayudar a sustentar los beneficios de
realizar un estricto control de los pacientes con
SHIEIR suministrando antibioticoterapia y
vitamina C.
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