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InfluenciadelalL-10 en laenfermedad
aérgicamurida

LaIL-10 es una citocina Th2 cuya concentracion aumenta en |os ratones alérgi-
cos tras la inmunizacion y la provocacion especifica con alérgenos. Sin embar-
go, se sabe que la IL-10 reduce la respuesta alérgica y parece participar en su
resolucion. En este trabgjo se describen los resultados preliminares de un mode-
lo experimental alérgico inducido con ovoalbimina en ratones deficientes en
IL-10. Los resultados indican que la falta de IL-10 puede disminuir la celulari-
dad genera y la eosinofilia de la via respiratoria. Sigue sin conocerse la fun-
cion que la IL-10 tiene en la respuesta alérgica.

Palabras clave: Interleucina 10. Alergia. Eosinofilia. Repuesta Th2. Ratones.
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Influence of interleuquin-10 in the murine
alergic disease

IL-10 is a Th2 cytokine with increased levels in mice after specific immuniza-
tion and alergen chalenge. However, this cytokine down-regulates the allergic
response and it seems to be involved in the alergic response resolution. This
work describes preliminary results of an OVA-induced allergic experimental
model in IL-10 deficient mice. Results pointed out that the absence of IL-10
can contribute to the decline of total and eosinophilic inflammation. The func-
tion of I1L-10 in the allergic response is still obscure.
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INTRODUCCION

Dentro de la respuesta Th2, caracteristica de las enfermedades alérgicas,
las citocinas IL-4 e IL-5 parecen esenciales en su patogenia. La IL-4 es el
principal factor que induce y mantiene la respuesta de los linfocitos Th2, es
determinante en el cambio de isotipo de inmunoglobulina hacia la IgE* y exa-
cerba la inflamacion de la via respiratoria al estimular la liberacion de quimio-
cinas. En la regulacion de la produccion de la IgE también son importantes la
IL-9y lalL-13, ésta tltima con un receptor comun con la IL-4, y ambas inter-

*Este trabajo fue financiado en parte mediante la ayuda a proyecto de investigacion “Papel del in-
terferon beta 'y de su gen regulador en la inmunorregulacion e inflamacién de un modelo mdrido de
asma’ de la Fundacion SEAIC (1° semestre 2000) y por la “Fundacién 80° aniversario Rey Gustaf
V" (Victor Matheu durante el afio 2003) en la Universidad de Lund (Suecia).
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Citocinas LBA (pg/ml)

Ig Th2 en suero (ug/ml) Eosindfilos en LBA

IL-4 IL-5 IL-13
B10.Q 42,66 216x18 12511
IL-10% 50,3+8 121+9* 161+14

1gG1 IgE % N° total
1,1+0,2 2,2+0,1 57,5+6 248,745
1,6+0,2* 2,9+0,2* 43,7 x5* 118,864*

vienen en la hiperplasia de las glandulas secretoras muco-
sas y en la hiperreactividad bronquial. La IL-5 es la cito-
cina principal para el crecimiento, diferenciacion, activa-
cion y supervivencia de los eosindfilos. Otras citocinas de
la respuesta Th2 son la IL-3, que controla el desarrollo de
mastocitos y baséfilos, y el factor estimulador de colonias
de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), que junto ala IL-
3y lalL-5 regula el componente eosinofilico de la res-
puesta alérgica.

La interleucina 10 (IL-10) es una citocina antinflama-
toria considerada una citocina Th2? que reduce la respuesta
adérgicay la respuesta Thl. Aungue las concentraciones de
IL-10 en el lavado broncoalveolar de los ratones alérgicos
aumentan tras la provocacion con aérgenos’, la IL-10 pare-
ce participar en la resolucién de esta respuesta’. En este tra
bajo se describe el desarrollo de un modelo experimental
alérgico inducido por ovoalbimina en ratones deficientes en
IL-10.

MATERIAL Y METODOS
Ratones

Se utilizaron indistintamente ratones macho y hem-
bra C57BL/10.Q y de la misma cepa pero deficientes en
IL-10 (IL-10%)%¢; la falta de IL-10 se demostré mediante
un enzimoinmunoandlisis (ELISA). Los animales se man-
tuvieron en condiciones ambientales controladas en la
Seccion Animal del Biomedical Centrum 111 (M.I.R.,
B.M.C. 111, Universidad de Lund, Suecia). Los protocolos
experimentales se rigieron por las normas internacionales.

Induccién dela enfermedad

A los ratones se les sensibiliz6é por via intraperito-
neal con 50 pg de ovoalbumina (OVA) (Sigma, St Louis,
EEUU) incluidos en 5 mg de Alum (Sigma) el dia 0. En
los dias 7°, 8°, 9° y 10° se realiz6 una provocacioén intra-
nasal con 50 pg de OVA. El dia 11° se evalud la respues-
ta alérgica, 24 horas después de la Ultima provocacion.
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Eosinofilia en el lavado broncoalveolar (LBA)

El dia 11° se redizd un lavado broncoalveolar (LBA)
segun el método publicado previamente®. Se prepararon
muestras citol gicas tefiidas para detectar eosinéfilos me-
diante un andlisis histoquimico’® y las extensiones se exami-
naron mediante microscopia Optica en una sesién a ssimple
ciego. Se contabilizaron més de 400 células por muestra.

ConcentracionesdeIgE elgGlen el sueroy de
citocinasen e LBA

Las concentraciones de IgE e IgG1 totales se deter-
minaron por duplicado en el suero mediante ELISA se-
gun un protocolo previamente publicado®. Posteriormente
se evalud el contenido de IL-4, IL-5 e IL-13 en €l sobre-
nadante del LBA mediante ELISA utilizando anticuerpos
monoclonales comercializados'.

Andlisis estadistico

La significacion estadistica se analiz6 mediante la
prueba U de Mann-Whitney. Los valores se consideraron
significativos cuando la p fue inferior a 0,05.

RESULTADOS

En el estudio del lavado broncoalveolar se observo
un numero significativamente menor del total de células
en los ratones IL-10" (272.000 + 15.000 célulasyml) que
en los ratones del grupo C57BL/10.Q (432.600 + 76.000
células/ml; p < 0,05). Se mostré de la misma forma un
ndmero significativamente menor de eosinofilos en el
grupo IL-10" (43,7% % 5,7) que en el de ratones
C57BL/10.Q (57,5% + 6,1; p < 0,05).

De una forma similar se observé una diferencia sig-
nificativa entre las concentraciones de IL-5 en los rato-
nes del grupo IL-10" y los del grupo control. En cambio
las concentraciones de IL-4 e IL-13 no variaron ostensi-
blemente entre ambos grupos (Tabla 1).



Dia 0 7 8 9 10 11

*

Fig. 1. Protocolo de inmunizacion. A los ratones se les inmunizaba el
dia O y se les aplicaba una provocacion nasal con OVA los dias 7, 8,
9y 10. Finalmente se les sacrificaba el dia 11.

Las concentraciones séricas de IgE e 1gG1 eran li-
gera pero significativamente superiores en los ratones IL-
10" que en los ratones C57BL/10.Q (Tabla l).

DISCUSION

El desarrollo de la respuesta inmunitaria en la en-
fermedad alérgica es complejo e incluye la interaccién
tanto de factores genéticos como ambientales. A la IL-10
se la describié como un factor inhibidor de la sintesis de
citocinas debido a su capacidad para inhibir la sintesis de
linfocitos Th1*. Pero ademas es una citocina pleiotrépica
producida por los linfocitos B, Th2 y los macrofagos y
que gjerce efectos tanto supresores como estimuladores.
La IL-10 posee una capacidad inhibitoria sobre la acu-
mulacion de neutréfilos y eosinéfilos en los pulmones
tras la provocacion con alérgenos®, en la expresiéon de
los marcadores B7 (CD80 y CD86) importantes en la
respuesta alérgica y en la expresion del MHC |1 en los
macréfagos. Ademas, el tratamiento con IL-10 recombi-
nante en las vias respiratorias de los ratones disminuye
las concentraciones de IL-4 e IL-53, 11. Por el contrario,
la IL-10 puede estimular funciones de los macrofagos, la
capacidad citotoxica de los linfocitos CD8+2 y aumentar
la expresion del MHC Il en los linfocitos B.

En este estudio se compararon la eosinofilia pulmo-
nar, las citocinas en la via respiratoria y las inmunoglo-
bulinas Th2 de ratones con IL-10 con las de ratones que
carecian de dicha citocina tras la aplicacién de un mode-
lo experimental alérgico. Los resultados indican que la
falta de IL-10 produce una disminucion de la inflama-
cion global y eosinofilica en la via respiratoria de los ra-
tones C57BL/10. Otros autores han observado hechos si-

Influencia de la IL-10 en |la enfermedad alérgica mirida

milares. Yang y cols. encontraron una respuesta eosinofi-
lica reducida junto a una disminucién paralela de la IL-5.
Pero no encontraron diferencias en las concentraciones
de IgE, 1gG1 ni IL-4%. De una forma similar, los experi-
mentos de M&keld y cols. mostraron una disminucion de
la eosinofilia junto a una falta de hiperreactividad bron-
quial en los ratones que carecian de IL-10. Junto a €ello
encontraron un aumento de IgE e 1gG1 sin obtener cam-
bios en la expresion de citocinas Th2. Al contrario que
estos resultados, Justice y cols., observaron un aumento
de todos los parametros caracteristicos de la respuesta
Th2 incluido un aumento de la eosinofilia pulmonar, de
las inmunoglobulinas E y G1 y de las citocinas IL-4 e
IL-5. Resulta sorprendente que estos autores hallaran una
disociacion con la hiperreactividad bronquial, que se en-
contraba disminuida®. Hay que destacar que los tres es-
tudios citados utilizaron la misma cepa de ratones
C57BL/6, aunque la eliminacién del gen de la IL-10 no
se obtuvo de la misma fuente. Queda |la duda razonable
de que la eliminacién del fragmento en el cromosoma 1
mrido, ocupada por €l gen regulador de la IL-10, afec-
tara a algun otro gen cercano que pudiera estar implicado
en la aparicion de la enfermedad.

Muchas de las funciones de las citocinas son redun-
dantes, lo que dificulta el estudio de sus funciones de for-
ma aislada. Sin embargo, estos estudios son hecesarios
para intentar comprender los factores genéticos, ambien-
tales y dietéticos que influyen en las enfermedades alérgi-
cas. Lafuncion dual que la 1L-10 posee en el contexto de
la respuesta alérgica esta todavia lejos de conocerse del
todo, pero debe seguirse investigando para poder llegar a
comprender su funcion en la enfermedad alérgica

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Coffman RL, Seymour BW, Lebman DA, Hiraki DD, Christiansen
JA, Shrader B, et al. The role of helper T cell products in mouse B
cell differentiation and isotype regulation. Immunol Rev 1988; 102:
5-28.

2. Moore KW, O'Garra A, de Waal Malefyt R, Vieira P, Mosmann TR.
Interleukin-10. Annu Rev Immunol 1993; 11: 165-190.

3. van Scott MR, Justice JP, Bradfield JF, Enright E, Sigounas A, Sur
S. IL-10 reduces Th2 cytokine production and eosinophilia but aug-
ments airway reactivity in allergic mice. Am J Physiol Lung Cell Mol
Physiol 2000; 278: L667-674.

4. Borish L, Aarons A, Rumbyrt J, Cvietusa P, Negri J, Wenzel S. In-
terleukin-10 regulation in normal subjects and patients with asthma.
J Allergy Clin Immunol 1996; 97: 1288-1296.

5. Svensson L, Arvola M, Sallstrom MA, Holmdahl R, Mattsson R.
The Th2 cytokines IL-4 and IL-10 are not crucial for the comple-

63



V. Matheu, et al

tion of allogeneic pregnancy in mice. J Reprod Immunol 2001; 51:
3-7.

6. Johansson AC, Hansson AS, Nandakumar KS, Backlund J, Holm-
dahl R. IL-10-deficient B10.Q mice develop more severe collagen-in-
duced arthritis, but are protected from arthritis induced with anti-ty-
pe Il collagen antibodies. J Immunol 2001; 167: 3505-3512.

7. Matheu V, Treschow A, Navikas V, Issazadeh-Navikas S. Upregu-
lation of B7 molecules (CD80 and CD86) and exacerbated eosinop-
hilic pulmonary inflammatory response in mice lacking the IFN-beta
gene. J Allergy Clin Immunol 2003; 111: 550-557.

8. Matheu V, Navikas V, Issazadeh-Navikas S. Susceptibilidad de la
cepa murinamdrida B10.RIIl a padecer enfermedad inflamatoria alér-
gica pulmonar. Un modelo murino de asma. Alergol Inmunol Clin
2001; 16: 282-290.

9. Matheu V, Back O, Mondoc E, Issazadeh-Navikas S. Dual effects of
vitamin D-induced alteration of TH1/TH2 cytokine expression: enhan-
cing IgE production and decreasing airway eosinophilia in murine
allergic airway disease. J Allergy Clin Immunol 2003; 112: 585-592.

10. Fiorentino DF, Zlotnik A, Vieira P, Mosmann TR, Howard M, Mo-

64

ore KW, et al. IL-10 acts on the antigen-presenting cell to inhibit cy-
tokine production by Th1 cells. J Immunol 1991; 146: 3444-3451.

11. Zuany-Amorim C, Haile S, Leduc D, Dumarey C, Huerre M, Var-
gaftig BB, et al. Interleukin-10 inhibits antigen-induced cellular re-
cruitment into the airways of sensitized mice. J Clin Invest 1995;
95: 2644-2651.

12. Chen WF, Zlotnik. A. IL-10: a novel cytotoxic T cell differentia-
tion factor. J Immunol 1991; 147: 528-534.

13. Yang X, Wang S, Fan Y, Han X. IL-10 deficiency prevents IL-5
overproduction and eosinophilic inflammation in a murine model of
asthma-like reaction. Eur J Immunol 2000; 30: 382-391.

14. Makela MJ, Kanehiro A, Borish L, Dakhama A, Loader J, Joet-
ham A, et al. IL-10 is necessary for the expression of airway hype-
rresponsiveness but not pulmonary inflammation after allergic sensiti-
zation. Proc Natl Acad Sci U S A 2000; 97: 6007-6012.

15. Justice JB, Shibata Y, Sur S, Mustafa J, Fan M, Van Scott MR.
IL-10 gene knockout attenuates allergen-induced airway hyperrespon-
siveness in C57BL/6 mice. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol
2001; 280: L363-368.



