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Aumento in vitro de la produccion de
factor estimulante de colonias por
células mononucleares de sangre

periferica en los pacientes con sindrome

de hiperinmunogobulinemia £

Martha F. Rodriguez, Pablo J. Patiiio, Fernando Montoya, Diana Garcia de Olarte

Objetivos: analizar el
comportamiento in vitro de
varias citoquinas
relacionadas con la respuesta
inmune en pacientes con
SHIE, con asma alérgica y en
sujetos normales.

Métodos: se analizé la
respuesta proliferativa de las
células mononucleares en
respuesta a mitéogeno y a
antigenos especificos por
medio de la incorporacion de
timidina tritiada. También se
evalud la produccion de
citoquinas por estas células
después del estimulo in vitro
con fitohemaglutinina (PHA)
y tres antigenos diferentes a
través de ELISA en los
sobrenadantes y de slot-blot
del ARN total.

Resultados: en los pacientes
con SHIE se encontré un
aumento significativo de
produccion del factor
estimulante de colonias de
granulocitos y monocitos
(GM-CSF) en los cultivos de

células mononucleares
estimulados o no con
nitréogeno o antigenos. No se
encontraron alteraciones en
la produccion de IL-2, IFN-y,
IL-12p40, IL-4, IL-10 y TNF-

a. De otro lado, en los
pacientes asmaticos se
evidencié un patron de
secrecion de citoquinas TH2
cuando los cultivos fueron
estimulados con PHA o con
D. pteronyssinus. Ademas, los
pacientes con SHIE
presentaron disminuciéon
marcada de la respuesta
linfoproliferativa cuando al
estimular las células
mononucleares con antigenos
especificos, pero fue normal
ante mitégenos.
Conclusiones: sugerimos que
el aumento del GM-CSF en el
SHIE puede ser un marcador
de respuesta inflamatoria no
regulada, debido a un defecto
en la activacién de células T
especificas, que lleva a la
persistencia del antigeno o al
efecto de otros mediadores
liberados de células
inflamatorias en respuesta a
la interaccion de IgE y
antigenos.
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Introduciéon

1 SHIE es una inmu-
nodeficiencia prima-

ria que se inicia a

edad temprana, se
caracteriza por nive-

les séricos de IgE muy elevados
(mayores de 2000 UI/mL), alto
porcentaje de IgE especifica con-
tra Staphylococcus aureus
(aproximadamente 20% de laIgE
total) (1), infecciones sino-
pulmonares recurrentes, abscesos
cutaneos frios y eczema severo
en piel y cuero cabelludo. Las
infecciones son causadas princi-
palmente por Staphylococcus
aureus y Haemophilus influenzae
tipo b. Aunque los niveles de IgE
son muy altos, es de anotar que
son muy raras las manifestacio-
nes clinicas de atopia en estos
pacientes (1-3). Ademas, presen-
tan eosinofilia moderada en san-
gre y esputo (1), aumento de
linfocitos B y monocitos CD23+
(4) y alteraciones en la funcion
de los polimorfonucleares (PMN)
como un defecto variable en la
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quimiotaxis y un incremento en
la actividad metabdlica, sin alte-
racion de la fagocitosis (5-7). En
la inmunidad mediada por célu-
las T, los pacientes tienen defec-
tos en la respuesta antigeno es-
pecifica, tanto in vivo como in
vitro, con una blastogénesis nor-
mal frente a mitégenos, subpo-
blaciones de linfocitos normales
(1-3) y disminucioén del porcen-
taje de células T CD45RO,
fenotipo de memoria (8).
Aunque los sobrenadantes de
cultivos de linfocitos T de pa-
cientes con SHIE inducen la sin-
tesis de IgE en células B alogé-
nicas normales (9), no se han
demostrado alteraciones en la
produccién de interleuquina 4
(L-4), IL-2 o interferon y (IFN-
v) en cultivos de células mononu-
cleares de sangre periférica
(CMSP) de pacientes con SHIE
estimulados con mitdégenos; ade-
mas, la adicion de IFN-y recom-
binante o de anticuerpos contra
IL-4 o IL-6 no disminuyen
significativamente la sintesis es-
pontanea de IgE en estos culti-
vos (10). Otros investigadores
han informado que el tratamien-
to con IFN-y in vivo e in vitro
reduce la sintesis espontanea de
IgE y los niveles séricos de esta
inmunoglobulina en un grupo de
pacientes; sin embargo, no hubo
diferencias entre la produccion
de IFN-y por CMSP de los pa-
cientes estimulados con PHA o
concanavalina A y los controles
(11). El analisis de clonas de cé-
lulas T de pacientes con SHIE
ha mostrado una disminucion de
la proporcion de linfocitos T ca-
paces de producir [IFN-yy TNF-
o en respuesta a PHA, sin alte-
racion en la proporcion de
linfocitos T productores de IL-4
e IL-2 frente al mismo estimulo
(12). Estos hallazgos han lleva-
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do a sugerir que estos pacientes
tienen defectos en la activacion
y funcioén de las subpoblaciones
de los linfocitos T ayudadores
(TH) (13, 14).

Con el fin de establecer si existe
0 no alguna anormalidad en la
regulacion de la respuesta inmu-
ne en los pacientes con SHIE,
determinamos la produccion de
IL-2, IL-4, IL-10, IFN-y, IL-12,
TNF-a y GM-CSF. Estas cito-
quinas influyen en la polari-
zaciéon de las subclases de
linfocitos TH asi: la IL-12 y el
IFN-y inducen la diferenciacion
hacia TH,, mientras que la IL-4
promueve la diferenciacion a
TH, y la IL-10 regula negativa-
mente la produccion de IFN-yy
por lo tanto favorece el patron
TH, (15,16). Ademas la IL-4 y
el IFN-y controlan positivay ne-
gativamente la expresion de IgE
(13,17). La IL-2, por su parte es
el factor de crecimiento esencial
para la generacion de linfocitos
TH efectores (16). Finalmente,
el TNF-ay el GM-CSF son me-
diadores importantes de la infla-
macion y estan involucrados en
el dafio tisular observado en los
pacientes asmaticos (18). El
GM-CSF estimula la eosinofilia
in vivo y prolonga la supervi-
vencia y funcién de los eosino-
filos in vitro (19,20), incrementa
la explosion respiratoria de los
neutr6filos (21), aumenta su
adherencia in vivo e in vitro (22),
aumenta la liberacion de hista-
mina por los mastocitos (23) y la
expresion de CD23 en monocitos
(24), sugiriendo que esta ultima
citoquina juega un papel relevante
el la fisiopatologia del SHIE.

Material y método
Poblacion de estudio
Se estudiaron dos pacientes con
SHIE, diagnosticado de acuerdo
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con los criterios de Buckley (3).
Incluimos nueve pacientes con
asma alérgica (tres hombres y
seis mujeres) sin tratamiento con
drogas sistémicas y con prueba
de hipersensibilidad inmediata
positivas para D. pteronyssinus,
esto con el objeto de comparar
el patrén de citoquinas obtenido
en nuestros pacientes con SHIE
con el de sujetos asmaticos en
quienes se ha descrito un patron
preferencial TH, (25). Ademas
se analizaron siete sujetos nor-
males (cuatro hombres y tres
mujeres) que no presentaban nin-
gun tipo de patologia, con prue-
bas de hipersensibilidad inme-
diata negativa para D. pterony-
ssinus. En el primer grupo se
repitieron tres veces cada prue-
ba. Todos los sujetos fueron va-
cunados con toxoide tetanico seis
meses antes de iniciar los expe-
rimentos.

Cultivos de células
mononucleares para el estudio
de citoquinas

Las células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) fue-
ron obtenidas a partir de sangre
venosa anticoagulada con hepa-
rina mediante sedimentacion de
los globulos rojos con dextran
70 al 6% (Pharmacia, Uppsala,
Sweden) y posterior centrifu-
gacion en un gradiente de his-
topaque (Sigma Chemical Co,
St. Louis, MO) 15 min/400 xg/
temperatura ambiente (26). Lue-
go, las células se lavaron tres
veces con tampon fosfato sali-
no (Dulbecco's PBS, Gibco-
BRL Life Technologies,
Gaithersburg, MD). Finalmen-
te, se cultivaron 1x107 células
en 4 mL de RPMI1640 suple-
mentado con 2 mM de L-
glutamina (Sigma), 5.95 g/L de
hepes (Sigma), 2 g/L de bicar-
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bonato de sodio (Sigma), 10%
de una mezcla de sueros huma-
nos inactivada, 50 pg/mL de
gentamicinay 100 U/mL de pe-
nicilina (Gibco-BRL), a 37°C/
5% CO2, en condiciones de hu-
medad. Las células fueron esti-
muladas o no, con 10 ug/mL de
toxoide tetdnico (Connaught
Laboratories, Siwftwater, PA),
10 pg/ml de candidina (Miles,

Elkhart, IN), 25 pg/mL de D.

pteronyssinus (Miles) o 5 pg/
mL de PHA (Sigma). Después
de 24 horas de incubacion los
sobrenadantes se colectaron y
se guardaron a -70°C hasta su
analisis. El boton celular se uti-
liz6 para la obtencion del RNA.

Determinacion

de la linfoproliferacion

En forma paralela a los cultivos
anteriores, se cultivaron en mi-
croplatos de 96 pozos 1 x 10°
células en 200 pl de RPMI-1640
suplementado y se estimularon
con los mismos antigenos y
mitoégeno descritos arriba usan-
do concentraciones iguales. Se
cultivaron a 37°C/5% CO, en
condiciones de humedad. El
tiempo de incubacion fue esta-
blecido por curvas de calibracion
con CMSP de sujetos normales:
nueve dias para los cultivos con
antigenos y cuatro dias para los
cultivos con PHA. Dieciocho
horas antes de recolectar las cé-
lulas, se adicionaron 50 pl de
timidina [*’H] (Amershan, Little
Chalfont, England) a una con-
centraciéon de 10 uCi/mL en cada
pozo. Las células se recolecta-
ron sobre filtros de fibra de vi-
drio (Amershan) y se midio la
radioactividad en un contador de
centelleo B (Beckman LS 3801,
Columbia, MD). Los resultados
se informaron como indices
mitdticos (27).
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Cuantificacion de IL-2, IL-4, IL-
10, IFN-y, TNF-a. y GM-CSF

La produccién de citoquinas se
determind en los sobrenadantes
de cultivos de CMSP estimula-
das o no, de pacientes y sujetos
normales utilizando los siguien-
tes estuches comerciales de
ELISA: IL-2 (sensibilidad: 8.7
pg/mL), IL-4 (< 2 pg/mL), IL-
10(<5 pg/mL), IFN-y (< 4 pg/

mL), TNF-a (<I pg / mL) (Bio-
Source, Camarillo, CA) y GM-
CSF (8 pg/mL) (Immuno-
genetics, Zwijndrecht, Belgium).

Extraccion de RNA total

Para extraer el RNA total se uti-
lizé el reactivo Trizol (Gibco)
de acuerdo con lo recomendado
por el productor (28). Los boto-
nes de células se lisaron con 1
mL de Trizol por medio de
pipeteo repetitivo, se agregaron
0.2 mL de cloroformo y se agi-
taron vigorosamente por 15 se-
gundos, luego de lo cual el tubo
se dejo reposar a temperatura
ambiente durante dos a tres mi-
nutos. Estas muestras se centrifu-
garon a 12.000 xg/15 min/4°Cy
la fase acuosa e incolora se trans-
firié a un tubo nuevo. El RNA
se incubd con isopropanol du-
rante la noche a 4°C y se preci-
pitdo a 13.000 xg/15 min /4°C.
Se permitié que se secara y se
resuspendié en 50 pl de H2,0 tra-
tada con DEPC. La concentra-
cion de RNA se determind por
espectrofometria en un Bio-
chrom 4060 (PharmacialLKB,
Suecia).

Obtencion de sondas

Las sondas de DNA humano uti-
lizadas en este estudio fueron
gentilmente cedidas por el Dr.
Laurence Kedes (B-actina) del
Institute for Genetics Medicine,
University of Southern Cali-

fornia, por los doctores Howard
Young y Augusto Ochoa (L-4 ¢
IFN-y), del Biological Response
Modifiers Program, National
Cancer Institute y por Genetics
Institute (Inc. (I1-12p40). Estas
sondas de DNA se amplificaron
en bacterias (29) y la purifica-
cion de los plasmidos se hizo
por medio del estuche comercial
Wizard Purification System
(Promega, Madison, WI). Los
plasmidos se linearizaron con las
enzimas de restriccion corres-
pondientes asi: B-actina: vector
PBR, sitio de excision BamHI,
tamafio del inserto 2 Kb, IL-4:
vector pCD, sitio de excision
Xhol, tamafio del inserto 0.8 Kb,
IFN-y: vector pUC9, sitio de
excision Ava I/Hincll, tamafio
del inserto ~1 Kb e IL-12 p40:
vector pED (EMC), sitio de
excision Xbal. tamafio del in-
serto 2.3 Kb (New England Bio-
Labs, Beverly, MA).

Slot blot de RNA e hibridacion
con las sondas de citoquinas
Las muestras de RNA se desna-
turalizaron con 66% de forma-
mida, 8% de formaldehidoy 1.3
% de MOPS a 68°C/15 min. Lue-
go se depositaron sobre un filtro
de nylon, Hybon N (Amersham)
usando un dispensador de mues-
tras (Gibco-BRL). El RNA des-
naturalizado se seco a tempera-
tura ambiente sobre un papel
Whatman 3M y se fijé hornean-
do durante 2h a 80°C (30). El
RNA obtenido de los cultivos
estimulados con PHA y toxoide
tetdnico se hibridé con las son-
das de IL12p40 y B-actina y se
detectd por medio de quimio-
luminiscencia, usando el estu-
che ECL version IT (Amersham).
El RNA de cultivos estimulados
o no con D. pteronyssinus se
hibridé con las sondas de 1L-4,
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IFN-y y B-actina marcadas con
o*?P-ATP (Amersham, actividad
especifica>10® dpm/ug) las cua-
les se marcaron por el método de
random primers. Cada filtro se
humedecio en SSC 6X, se coloco
en una bolsa de hibridacién, se
adicionaron 20 mL de la solu-
cion de prehibridacion (SSC 5X,
Denhardt 5X, formamida 50%,
SDS 1%y 100 pg/mL de esperma
de salmon desnaturalizado) y se
incubd tres horas a 2°C a rota-
cion continua. La sonda marcada
se desnaturalizé por 10 min/
100°C, se adiciono alabolsa con
la membrana y se hibrido toda la
noche. Las filtros se lavaron dos
veces con 2X SSC/SDS 0.1% por
cinco min a temperatura ambien-
te, dos veces mas con 0.1X SSC/
SDS 0.1% por 15 min/68°C y
una ultima vez con 2X SSC a
temperatura ambiente. Las mem-
branas se expusieron sobre peli-
culas para rayos X. Los RNA
detectados en las autorradiogra-
fias se cuantificaron por densito-
metria, utilizando un 300 Series
Computing Densitometer, Image
Quant V3.3 (Molecular Dinamics
Inc, Sunnyvale, California).

Analisis estadistico

Para la respuesta proliferativa
ante mitégeno y antigenos se de-
termind la media de los indices
mitéticos de los cultivos; pacien-
tes y controles se contrastaron
por medio de la prueba de Mann
Whitney. La produccién de cada
citoquina en los sobrenadantes
también se analiz6 mediante la
prueba de Mann Whitney, com-
parando la media de los valores
obtenidos entre los asmaticos y
controles y de las tres repeticio-
nes de cada paciente con SHIE y
controles. Para el analisis esta-
distico del "slot blot" en la
deteccion del RNA especifico,
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Indices mitoticos (LT

Tabla 1. Respuesta proliferativa de CMSP de pacientes y controles ante diferentes estimulos.

se utilizo6 el ANOVA no
paramétrico de Kruskall-Wallis,
se confrontaron las arecas de
densitometria de los individuos
de cada uno de los grupos de
estudio.

Resultados
Respuesta proliferativa frente a
PHA y antigenos especificos
Para determinar la respuesta
proliferativa de los linfocitos a
la activacion especifica (anti-
genos) e inespecifica (mitoge-
no), se evalu6 la incorporacion
de timidina tritiada en cultivos
de CMSP en presencia de dife-
rentes estimulos. La respuesta
proliferativa a la PHA fue nor-
mal y no se encontrdé ninguna
diferencia significativa entre los
tres grupos estudiados. En cam-
bio la blastogénesis de células
mononucleares fue significa-
tivamente mas baja en los pa-
cientes con SHIE respecto a la
respuesta de los controles, cuan-
do las células se estimularon con

toxoide tetanico (p<0.01), D.
pteronyssinus  (p<0.05) o C.
albicans (p<0.001 en SHIEI y
p<0.05 en SHIE2). Los pacien-
tes asmaticos respondieron de
manera similar que los contro-
les frente a los antigenos (Ta-
bla 1).

Produccion de citoquinas

en sobrenadantes

Con el fin de evaluar si en los
pacientes con SHIE era posible
evidenciar un patrén definido
de citoquinas después del esti-
mulo de los linfocitos T, se
cuantificaron los niveles de IL-
2, IL-4, IL-10, IFN-y, GM-CSF
y TNF-o en los sobrenadantes
de los cultivos en respuesta a
PHA y a antigenos especificos.
En los pacientes con asma
alérgica se detecté un aumento
significativo (p<0.005) de la
produccion de IL-4 después del
estimulo con PHA y disminu-
cién significativa (p<0.05) en
la produccion de IFN-y con res-
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Figura 1. Las concentraciones de IL-4 (A) e IFN-y(B) fueron cuantificadas por medio de ELISA
en los sobrenadantes de los cultivos de CMSP. Las células de los dos pacientes con SHIE
(tres muestras diferentes por cada p te), de nueve p con asma alérgica y
de siete sujetos normales se estimularon o no con Candidina, D. pteronyssinus,
toxoide tetdnico o PHA durante 24 horas. Los resultados se
presentan como las medias + error estdndar. *p<0.05.
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Figura 2. Niveles de GM-CSF en los sobrenadantes de cultivos de CMSP estimuladas durante 24 horas en
presencia o no de Candidina, D. pteronyssinus, toxoide tetdnico o PHA. La cuantificacidn se realizd en

tres muestras diferentes de cada paciente con SHIE, nueve pacientes asmdticos y siete individuos
normales por medio de un método de ELISA. Los resultados se presentan como la media

+ error estindar, Diterencias significativas en la produccién de GMCSF
con respecto a los controles: *p<0.0001, *¥p<0.005, ***p<0.05.
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pecto al grupo control usando
el mismo estimulo (Figura 1).
Por su parte, en los pacientes
con SHIE no se evidenciaron
diferencias significativas en la
produccion de IL-4 e IFN-y con
respecto a los sujetos controles;
sin embargo, en ellos se encon-
tr6 un marcado aumento de la
producciéon de GM-CSF con
respecto al grupo control, tanto
en los sobrenadantes de los cul-
tivos sin estimulo, como en los
tratados con PHA (p<0.005
SHIE 1 y p<0.05 en SHIE2), C.
albicans (p <0.0001), D. pte-
ronyssinus (p<0.0001) y toxoide
tetanico (p<0.0001) En los pa-
cientes con asma alérgica tam-
bién se observé un aumento sig-
nificativo en la produccion de
esta citoquina en los cultivos
estimulados con PHA (p<0.051.
C. albicans (p<0.05) y toxoide
tetanico (p<0.05) (Figura 2 ). No
hubo diferencias significativas
en las concentraciones de IL-2.
TNF-a e IL-10 en los sobrena-
dantes al comparar los pacien-
tes con SHIE, los asmaticos y
sus respectivos controles (no se
muestran datos).

Deteccion de RNA para

IL-12p40, IL-4 e IFN-y

Puesto que la sintesis de las pro-
teinas y en particular de las
citoquinas tiene diferentes nive-
les de regulacion, evaluamos la
expresion del RNA para dife-
rentes citoquinas por medio de
una técnica de slot-blot, con el
fin de detectar posibles diferen-
cias en la transcripciéon de los
respectivos genes entre los pa-
cientes y los controles. La pro-
duccion de IL-4 e IFN-y se ana-
liz6 en los cultivos estimulados
0 no, con D. pteronyssinus. En
los pacientes asmaticos se en-
contré un aumento significativo
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de la producciéon de RNA para
IL-4 (p<0.05) (Figura 3A) y dis-
minucién significativa del RNA
para IFN-y (p<0.05) en respues-
ta al D. pteronyssinus (Figura
3B), mientras que los pacientes
con SHIE no revelaron diferen-
cias significativas en los niveles
de RNA para ambas citoquinas.
En las células obtenidas de los
cultivos sin estimulo no hubo
diferencias significativas en la
expresion del RNA para IL-4 e
IFN-y entre los grupos analiza-
dos. Finalmente, no se encontra-
ron diferencias significativas en
la produccion de RNA especifi-
co para IL-12p40 en respuesta a
PHA o toxoide tetanico (datos
no mostrados).

Discusion
Investigamos el comportamien-
to funcional de los linfocitos T
en el SHIE y en pacientes con
asma alérgica, como modelos de
alteracion en la regulacion de la
sintesis de IgE. En los primeros
esta alteracion se acompafia de
un defecto severo en la respues-
ta inmune ante ciertos gérmenes
y por lo tanto de un cuadro de
infeccion recurrente (1,2), mien-
tras que en los pacientes con
asma alérgica el defecto de la
inmunorregulacion de la IgE esta
restringido a ciertos alergenos y
aunque no se asocia a un cuadro
clinico de inmunodeficiencia, si
se propone que la produccion
exagerada de IgE en pacientes
atopicos puede resultar de una
deficiencia en la células o facto-
res que regulan negativamente
la sintesis de IgE (3, 31).
En los sujetos con asma alérgica
encontramos un aumento y dis-
minucién significativos en la
transcripcion y sintesis de la IL-4
y el IFN-y respectivamente, cuan-
do las células mononucleares fue-
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Figura 3. Andlisis de las dreas densitométricas de la expresion del RNA de IL-4 (A) e IFN-y(B) en respuesta
a D. pteronyssinus en pacientes y controles. La grdfica muestra la media y el error estdndar del drea
densitométrica para cada uno de los grupos analizados. Se observa un aumento significativo
de la produccién del RNA de IL-4 y disminucién del RNA de IFN-yen

células mononucleares de los pacientes asmdticos. *p<0.05.

ron estimuladas con PHA, lo cual
establece un patron de respuesta
TH,, que predomina en las enfer-
medades atopicas (2,16,25). Por
el contrario, en los pacientes con
SHIE claramente se observo que
no habia diferencias en la sintesis
de estas citoquinas, corroboran-
do lo reportado por Vercelli y
cols, quienes no evidenciaron nin-
guna diferencia en la sintesis de
IL-4 o EFN-y (10). De otro lado,
no hubo diferencias significati-
vas en la produccion de IL-12,
IL-10, IL2 o TNF-o entre los
dos grupos de pacientes y los con-
troles; estas citoquinas son im-
portantes en el establecimiento
de las subpoblaciones de células
TH (15, 16). De lo anterior se
puede concluir que en nuestros
pacientes con SHIE no existe un
patron definido de citoquinas du-
rante la respuesta inmune ante
los antigenos usados en este es-
tudio.

El GM-CSF fue la tnica cito-
quina alterada en nuestros pacien-
tes con el SHIE. Se observd un
aumento significativo en todos

los cultivos, inclusive en los cul-
tivos sin estimulo, indicando una
condicién establecida in vivo.
Estos niveles elevados de GM-
CSF pueden ser consecuencia de
la recurrencia y persistencia de
las infecciones que sufren estos
pacientes. Sin embargo, recien-
temente se ha descrito que la
histamina induce la sintesis de
GM-CSF por parte de células
mononucleares (32), y en los pa-
cientes con SHIE hay una alta
concentracion de IgE antigeno es-
pecifica que induce la degranula-
cién de mastocitos y por lo tanto
liber acion de histamina (2). Esta
afirmacion esta de acuerdo con
el hallazgo de que los pacientes
con asma alérgica también pre-
sentaron un aumento significati-
vo de la produccion de GM-CSF
en los cultivos de células mono-
nucleares, aunque el incremento
no fue tan marcado como en los
pacientes con SHIE. De otro lado,
en los pacientes alérgicos se ha
demostrado el aumento de esta
citoquina (33, 34), lo cual contri-
buye a la cronicidad de estas en-
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fermedades inflamatorias por su
accion sobre diversas células,
pues estimula la acumulacioén y
activacion de los eosinofilos (19,
22), potencia la liberacion de me-
diadores de la inflamacion (23,
24, 34, 35), y activay aumenta la
sobrevida de los macrofagos (33).
Es probable que el GM-CSF ten-
ga efectos similares en el SHIE.
La alteracion de la regulacion
de la sintesis de IgE en las dos
patologias analizadas en este es-
tudio, es completamente diferen-
te. En los asmaticos la hiper-
produccion de IgE depende de
la interaccion fisica entre célu-
las Ty B a través de la unién de
CD40 y CD40L (36) asi como
del aumento de la sintesis de IL-
4 por las células T (25); por lo
tanto depende basicamente de las
células TH, y las manifestacio-
nes clinicas de estos pacientes
se correlacionan con los efectos
de las citoquinas secretadas por
esta subpoblacion (5, 37). En
cambio en el SHIE se ha repor-
tado que el aumento de la IgE es
independiente de las interaccio-
nes celulares, de la IL-4 endo-
genay de la regulacion negativa
por el IFN-y (12).

De otro lado, la disminucion de
la respuesta proliferativa frente
a los antigenos toxoide tetanico,
C. albicas y D. pteronyssinus en
los pacientes con SHIE, sin alte-
racion de la proliferacion ante el
estimulo con PHA es un feno-
meno bastante interesante. Es-
tos hallazgos han sido reporta-
dos en todos los pacientes con
SHIE (1-3) y se correlacionan
con la disminucioén del porcen-
taje de células T de memoria,
reportado por Buckley (8). Esto
puede ser consecuencia de un
defecto en las sefiales de activa-
cion de los linfocitos T durante
el reconocimiento antigénico o
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de una alteracion en el procesa-
miento o presentacion de ciertos
antigenos por parte de la célula
presentadora de antigeno.

De acuerdo con los hallazgos del
presente estudio y lo informado
en la literatura, proponemos que
el defecto en el SHIE puede ra-
dicar en una falla en la activa-
cion de los linfocitos TH. que
afecta el establecimiento de las
células T de memoria, posible-
mente acompafiado de la falta
de polarizacién hacia uno de los
fenotipos TH; y TH.. El defecto
en la memoria se manifiesta en
las infecciones recurrentes. Ade-
mas, en la sintesis exagerada de
IgE podria estar participando la
IL-13 u otra citoquina involu-
crada en la modulacion positiva
de esta inmunoglobulina. Re-
cientemente se ha demostrado
que las células T CD4+, CD-
45R0- (linfocitos T virgenes) in-
ducen eficientemente la produc-
cion de IgE viaIL-13, lo cual no
fue afectado por el IFN-y ni por
anticuerpos contra la IL-4; ade-
mas la induccion de la IgE pudo
ser transferida con sobrenadantes
de cultivos (38). El aumento en
el GM-CSF y posiblemente de
otras citoquinas proinflamatorias
quiza es secundario a la persis-
tencia del antigeno, debido al
defecto en la activacion de los
linfocitos TH, y a la liberacion
de histamina desde los masto-
citos. A su vez, este factor con-
tribuye al dafio tisular y tal vez
promueve la produccion de IL-
13 como mecanismo regulador
de inflamacion.

Summary
Hyperimmunoglobulinemia E
(HIE) syndrome, which cause is
unknown, is a primary immuno-
deficiency characterized by high
levels of IgE, severe recurrent

infections and defects in the im-
mune response mediated by T
cells. In order to evaluate the
cytokine profile of mononuclear
cells and its possible invol-
vement in pathogenesis of de-
fects with alteration of IgE regu-
lation, we studied the in vitro
behavior of some cytokines in
patients with HIE syndrome, al-
lergic asthma and normal sub-
jects. The lymphoproliferative
response of mononuclear cells
upon mitogen and antigen stimu-
lation was evaluated by H’-thy-
midine incorporation. The
cytokine profile of mononuclear
cells isolated of these patients
and cultured in presence of dif-
ferent stimuli was determined by
ELISA of supernatants and slot-
blot of total RNA. Our HIE syn-
drome patients showed a signifi-
cant increase in the production
of GM-CSF in cultures of peri-
pheral blood mononuclear cells
(PBMC) stimulated or nor with
tetanus toxoid, Candida albi-
cans, Dermatophagoides ptero-
nyssinus and PHA. No altera-
tions were observed in the pro-
duction of: IL-2, INF-y, IL-
12p40, IL-4, IL-10 and TNF-q.
Moreover, these patients showed
an impaired lymphoproliferative
response to specific antigens,
whereas PHA induced a normal
response. In asthmatic patients a
Ty2 pattern of cytokines was es-
tablished in cultures of PBMC
stimulated with PHA and Der-
matophagoides pteronyssinus: a
significant increase of IL-4 and
decrease INF-y were observed.
It is suggested that the immune
defect in HIE syndrome might
reside in some failure in the ac-
tivation of Ty cells, possibly ac-
companied by the lack of polar-
ization toward phenotypes Tyl
and Ty2, affecting the establish-
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ment of memory T cells. The
high levels of GM-CSF in HIE
syndrome can be secondary to
antigen persistence due to a de-
fect in the activation of Ty cells.
GM-CSF would contribute to
eosinophilia and tissue damage
that accompany recurrent infec-
tions in hyperIgE patients.
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