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GLI EOSINOFILI DEL GATTO

THE CAT EOSINOPHIL

ALESSANDRA FONDATI
Ambulatorio Veterinario Prati - Viale delle Milizie 1/A - 00192 Roma

Riassunto

Studi recenti hanno ampliato le conoscenze sulla morfologia, i meccanismi di degranulazione e le attivita biologiche degli
eosinofili del gatto. Con indagini ultrastrutturali & stata confermata la presenza negli eosinofili felini di granuli specifici bi-
compartimentali (core e matrix) ed e stata caratterizzata la morfologia degli organelli vescicolo-tubulari (VT0). Sempre in
studi ultrastrutturali & stato osservato che gli eosinofili felini rilasciano il contenuto dei granuli attraverso due meccanismi, la
cosiddetta degranulazione piecemeal (PMD) e la citolisi, 0 degranulazione citotossica. Il primo meccanismo & stato docu-
mentato sia in eosinofili circolanti che tissutali mentre il secondo solo in eosinofili tissutali, in corso di malattie infiammatorie
eosinofiliche cutanee. E stato dimostrato inoltre, attraverso studi biochimici, che i granuli degli eosinofili del gatto contengo-
no almeno tre delle proteine descritte in altre specie, una proteina basica maggiore (MBP), una ribonucleasi ed una perossi-
dasi e che queste proteine possiedono attivita battericida. Tuttavia, ulteriori studi sono necessari per delucidare quegli aspetti
che restano ancora poco conosciuti, tra cui gli stimoli per il recruitment tissutale degli eosinofili felini, nonché i ruoli fisiolo-
gici e patologici di queste cellule.

Summary

Our current knowledge on the morphology, degranulation mechanisms and biological activities of the cat eosinophil has
been recently increased. Ultrastructural studies have confirmed the presence in feline eosinophils of bicompartmental (core
and matrix) specific granules and have characterized the morphology of vesiculo-tubular organelles (VT0). Furthermore, in ul-
trastructural studies it has been observed that cat eosinophils release their granule contents through two mechanisms, the so
called piecemeal degranulation (PMD) and cytolysis, or cytotoxic degranulation. The first degranulation pattern has been do-
cumented both in circulating and tissue eosinophils, whereas the second one only in tissue eosinophils, in inflammatory cuta-
neous eosinophilic diseases. In addition, it has been demonstrated, in biochemical studies, that cat eosinophils possess at lea-
st three of the proteins present in eosinophils of other species, a major basic protein (MBP), a ribonuclease and a peroxidase
and that these proteins possess bactericidal activity. Nevertheless, further studies are needed to elucidate those aspects still
unknown, stimuli for tissue recruitment of cat eosinophils and physiologic and pathologic roles of these cells, among others.

INTRODUZIONE

Nel 1879, il medico tedesco Paul Ehrlich defini eosino-
fili quelle cellule ematiche i cui granuli intracitoplasmatici
mostravano intensa affinita per il colorante acido eosina'.
Tuttavia, & probabile che gli eosinofili siano stati osservati
per la prima volta, in preparati non colorati, da Wharton
Jones nel 1846,

Dopo circa un secolo e mezzo, nonostante gli eosinofili
siano stati, e siano tuttora, oggetto di ricerca, la loro fun-
zione, come cellule del sistema immunitario dei mammife-
ri, resta controversa. Lo dimostra 'altalenarsi dell’opinio-
ne della comunita scientifica, negli ultimi 50-60 anni, sui
loro ruoli positivi e negativi.

Fino a 30-40 anni fa gli eosinofili erano considerati cel-
lule benefiche per 'organismo, importanti sia per la difesa

“Articolo ricevuto dal Comitato di Redazione 1'1/09/2006 ed accettato
per pubblicazione dopo revisione il 10/10/2006”.

nei confronti di parassiti elminti che per la loro attivita an-
tinfiammatoria, attribuita all’effetto neutralizzante sui me-
diatori dell’infiammazione liberati dai mastociti?’.

Successivamente, I'opinione scientifica nei confronti de-
gli eosinofili ha subito profondi cambiamenti legati, piti o
meno direttamente, al progresso socio-economico del
mondo occidentale. La progressiva riduzione delle elmin-
tiasi e il parallelo aumento delle malattie allergiche hanno
determinato uno spostamento dell’attenzione del mondo
scientifico verso gli effetti negativi degli eosinofili nelle
reazioni di ipersensibilita, in particolare verso il loro ruolo
causale nell’induzione del danno bronchiale nell’asma*.

Da pochi anni la situazione & nuovamente cambiata ed i
ruoli negativi degli eosinofili nelle reazioni di ipersensibi-
lita, ed in particolare nell’asma, sono stati ridimensionati.
E stato osservato infatti che la terapia con anticorpi mono-
clonali anti-interleuchina (IL)-5, la citochina pit impor-
tante per la produzione e Iattivazione degli eosinofili,
mentre induceva una riduzione dell’eosinofilia, non deter-
minava un miglioramento dei problemi respiratori in pa-
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zienti asmatici, mettendo quindi in dubbio il ruolo di que-
ste cellule nella patogenesi dell’asma’. Al momento attuale
il ruolo principale degli eosinofili nell’asma viene ricon-
dotto all’azione favorente la deposizione di proteine della
matrice extracellulare®”$,

Tuttavia, dato che causare danni all’organismo non pud
essere la raison d’étre per nessuna cellula del sistema im-
munitario innato, a cui appartengono anche gli eosinofili,
recentemente la ricerca si ¢ rivolta allo studio degli effetti
protettivi di queste cellule nei confronti di infezioni soste-
nute da alcuni virus a RNA?, nonché allo studio della loro
possibile azione anti-tumorale!® e della loro partecipazione
ai processi di cicatrizzazione!!.

Inoltre, & bene sottolineare che nei paesi cosiddetti “sot-
tosviluppati”, Iattivita protettiva degli eosinofili nei con-
fronti di parassiti elminti resta tuttora probabilmente la
pit importante, specie in infestazioni caratterizzate da mi-
grazione di larve nei tessuti'>”’. Lo stesso vale in ambito
zootecnico, in cui I'azione protettiva di queste cellule in
corso di elmintiasi continua ad essere oggetto di studio,
specie negli ovini'#",

Mentre gli studi sugli eosinofili umani sono in continuo
aumento, non ¢ possibile dire altrettanto per gli eosinofili
degli animali da compagnia, in cui per altro le malattie in-
fiammatorie eosinofiliche rappresentano un problema im-
portante e di difficile gestione terapeutica, soprattutto nel
gatto, una specie in cui frequentemente gli eosinofili parte-
cipano ai processi inflammatori. Recentemente, sono stati
studiati alcuni aspetti morfologici e biologici degli eosino-
fili del gatto che verranno riportati in questa rassegna.

MORFOLOGIA

Gli eosinofili maturi circolanti del gatto hanno un diame-
tro di 6-9 pm, un nucleo bilobato e numerosi granuli cito-
plasmatici acidofili, di forma tondeggiante e/o allungata'.
Studi ultrastrutturali hanno evidenziato che gli eosinofili del
gatto hanno proiezioni citoplasmatiche sulla superficie e
che contengono alcuni degli organelli intracitoplasmatici, i
granuli specifici e gli organelli vescicolo-tubulari (VTO),
descritti anche negli eosinofili di altre specie!”151%,

I granuli specifici, detti anche secondari, corrispondono ai
granuli acidofili visibili al microscopio ottico. Sono circonda-
ti da una membrana e contengono, come in altre specie, in-
clusa 'umana, due compartimenti distinti, il core, osmioden-
so e composto da strati lamellari concentrici, e la #zatrix, me-
no densa. A differenza di quanto accade negli eosinofili
umani, in cui il core assume una posizione centrale nel gra-
nulo, nel gatto ¢ periferico'®. All'interno dei granuli, la for-
ma, le dimensioni, la densita e il numero dei cores sono varia-
bili*®. Negli eosinofili circolanti di gatto, in sezioni trasversa-
li, i granuli specifici sono circa 20 per cellula, misurano 0,5-
0,7 pm, ed hanno forma estremamente variabile, da rotonda
ad allungata a romboide!. I granuli specifici contengono
quattro proteine basiche, una proteina basica maggiore
(MBP), una perossidasi (EPO), una neurotossina (EDN) e
una proteina cationica (ECP), specifiche degli eosinofili, a
cui si deve I'affinita dei granuli per i coloranti acidi'. Recen-
temente, in base all'immunolocalizzazione nella membrana
dei granuli specifici degli eosinofili umani di alcune Lysoso-
me-Associated Membrane Proteins (LAMPs), specifiche della
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membrana lisosomiale, e al fatto che questi granuli conten-
gono enzimi idrolitici, ¢ stato ipotizzato che potrebbero esse-
re considerati, in condizioni particolari, come lisosomi®.

I VTO, definiti un tempo microgranuli, comprendono
piccole vescicole e tubuli rivestiti da una membrana e pos-
sono assumere una forma a mazza di tamburo, a C o ad
anello'". Negli eosinofili umani circolanti, in sezioni tra-
sversali, sono circa 160 per cellula?’. Si pensa che i VTO si
formino per endocitosi, infatti contengono albumina?, ed
¢ possibile inoltre che, dato che esprimono CD11b (catena
o di un’integrina B,), possano rappresentare un comparti-
mento cellulare di riserva di recettori da trasferire poi sulla
membrana degli eosinofili una volta attivati?!. E probabile
che intervengano in certi processi di degranulazione, du-
rante i quali il loro numero aumenta®"? (Figg. 1, 2).

FIGURA 1 - Immagine ultrastrutturale di un eosinofilo circolante di gat-
to. Si osservano le digitazioni citoplasmatiche periferiche, i granuli spe-
cifici con cores osmiodensi e polimorfi (freccia rossa) e numerosi orga-
nelli vescicolo-tubulari (VTO) (freccia gialla), altrettanto polimorfi (post-
fissazione in osmio con aggiunta di ferrocianuro di potassio 1.5%).

._l-
FIGURA 2 - Particolare del core di un granulo specifico in cui si 0sserva
la struttura lamellare concentrica.
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In immagini ultrastrutturali, & stata indicata, ma non
specificamente descritta, la presenza di due ulteriori or-
ganelli specifici negli eosinofili del gatto, i granuli pri-
mari e i corpi lipidici®®. I granuli primari erano stati pre-
cedentemente descritti nella specie felina anche in studi
ultrastrutturali sui precursori midollari degli eosinofili**.
Questi granuli, negli eosinofili umani, sono detti primari
proprio perché compaiono precocemente nel processo
di maturazione cellulare nel midollo osseo ma si riduco-
no poi di numero, da 1 a 3 per cellula matura'?!. I gra-
nuli primari, privi di core, nei Primati contengono la
proteina cristallina di Charcot-Leyden, una lectina la cui
funzione non & ancora chiara®. I'immunolocalizzazione
di questa proteina, assente nei granuli specifici, ha per-
messo la differenziazione fra granuli primari e granuli
specifici negli eosinofili umani**?*. Studi simili, che di-
mostrino il diverso contenuto proteico dei granuli speci-
fici e dei primari, sarebbero probabilmente necessari an-
che nel gatto per poter stabilire se quanto descritto co-
me granuli primari non rappresenti in realta 'immagine
di granuli specifici in cui, sulla superficie della sezione,
non sia stato incluso il core.

I corpi lipidici, negli eosinofili umani, sono organelli
osmiodensi, privi di membrana, tondeggianti, con un dia-
metro anche superiore a 1 pm, ed in numero di circa 9 per
cellula in sezioni trasversali*’. Questi organelli sono sede
della sintesi di eicosanoidi pro-infiammatori?®. Vale la pena
ricordare che nelle immagini ultrastrutturali in cui vengono
indicati i corpi lipidici negli eosinofili felini questi, a diffe-
renza di quanto descritto negli eosinofili umani, non ap-
paiono osmiodensi'®. Inoltre, in studi citochimici, gli eosi-
nofili felini hanno dato reazione negativa al nero di Sudan,
come se non contenessero lipidi***°. Da queste osservazioni
scaturisce che sono necessari ulteriori studi per definire la
presenza dei corpi lipidici negli eosinofili del gatto.

PRODUZIONE, TRAFFICKING E
RECRUITMENT TISSUTALE

Gli eosinofili sono prodotti nel midollo osseo da cellule
pluripotenziali da cui poi deriva, nel gatto come in altre
specie, una linea cellulare separata di progenitori degli eo-
sinofili’!. La produzione di eosinofili nel midollo, nella
specie umana, ¢ stimolata principalmente da tre citochine,
1L-3, Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor
(GM-CSF) e IL-5. Di queste tre citochine, solo IL-5 & spe-
cifica per gli eosinofili'. Il DNA complementare (cDNA)
dell'TL-5 felina & stato caratterizzato ed ha mostrato un’o-
mologia del 72% con la sequenza del ¢cDNA dell’IL-5
umana®’, ma ’attivita biologica di questa citochina nel gat-
to, al momento, non & stata ancora studiata.

Gli eosinofili umani sono cellule con emivita relativa-
mente breve (8-18 ore) nel sangue periferico, mentre risie-
dono prevalentemente nei tessuti, in cui sopravvivono cir-
ca 2-5 giornil. A questo proposito non esistono dati speci-
fici per il gatto di cui I'autrice sia a conoscenza. Nella spe-
cie umana gli eosinofili vengono richiamati in sede d’in-
fiammazione da numerose chemochine, tra cui Regulated
upon Activation, Normal T-Expressed and Secreted (RAN-
TES), alcune Monocyte Chemoattractant Proteins (MCPs)
e, soprattutto, eotaxina®>*4,
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Nel gatto, mediante tecniche di biologia molecolare, &
stata dimostrata 'espressione di RNA messaggero deputa-
to alla sintesi di RANTES sia in cute normale di gatti cli-
nicamente sani che in cute normale e lesa di gatti con
complesso del granuloma eosinofilico®®. Dato che I'e-
spressione era superiore nella cute lesa, ¢ stato ipotizzato
che RANTES rappresenti anche nella specie felina una
chemochina importante per il richiamo degli eosinofili
nella sede d’infiammazione®.

Gli stimoli considerati importanti nel gatto per richia-
mare gli eosinofili in sede tissutale sono rappresentati
principalmente da parassiti, elminti e non, e da reazioni di
ipersensibilita, in particolare di tipo I. L'associazione tra
presenza di parassiti, soprattutto di grandi dimensioni,
non fagocitabili, ed eosinofili, ¢ documentata nel gatto,
cosi come in altre specie animali, da numerose osservazio-
ni istologiche in malattie spontanee ed in alcuni studi spe-
rimentali*®?778,

Nelle reazioni di ipersensibilita cutanee, data la dif-
ficolta di documentarle nella specie felina, I’associa-
zione con la presenza di eosinofili tissutali, anche se
comunemente riportata®®?®, & supportata da pochi stu-
di sperimentali, i cui risultati non sono stati a volte
conclusivi. In uno studio su 7 gatti sensibili nei con-
fronti delle pulci, I'inoculazione intradermica di un
antigene proveniente da pulci ¢ stata in grado di cau-
sare, 24 ore dopo, un’infiammazione eosinofilica in 6
pazienti su 7*. In uno studio su 2 gatti sensibili a un
estratto antigenico di Aedes albopictus, la puntura del-
la zanzara Aedes albopictus ha causato un’infiammazio-
ne eosinofilica dopo 48 ore*'. Sembra quindi che nel
gatto, al pari di quanto accade in altre specie, gli eosi-
nofili partecipino alla fase ritardata dei processi in-
fiammatori cutanei caratterizzati da una reazione di
ipersensibilita di tipo I #.

D’altra parte, in uno studio su 6 gatti con complesso
del granuloma eosinofilico, in cui non era stato valutato lo
stato di sensibilizzazione nei confronti dell’allergene Felis
domesticus 1 (Feld 1), lo stesso allergene non ¢é stato in
grado di indurre chemiotassi di eosinofili 48 ore dopo la
sua applicazione sulla superficie cutanea®. Vale la pena
segnalare che anche in uno studio % vitro, utilizzando eo-
sinofili umani provenienti da donatori sani, ['allergene
Feld I, a differenza di altri allergeni provenienti da acari
della polvere e piante, non ¢ stato in grado di causare che-
miotassi di eosinofili**.

Per quanto riguarda 'apparato respiratorio, & stato os-
servato in numerosi studi che I'esposizione ad allergeni
nebulizzati in gatti precedentemente sensibilizzati in mo-
do sperimentale nei confronti degli stessi allergeni, induce
broncocostrizione dopo pochi minuti, eosinofilia nel flui-
do proveniente dal lavaggio broncoalveolare dopo 24 ore,
e infiammazione eosinofilica nella sottomucosa e nell’epi-
telio delle vie respiratorie dopo esposizioni ripetute all’al-
lergene nell’arco di 6 settimane®#4, In base a queste os-
servazioni il gatto & stato proposto come modello speri-
mentale dell’asma umana*,

Gli eosinofili sembrano essere attratti in sede d’infiam-
mazione anche in corso di infezioni virali oculari e cuta-
nee sostenute da herpesvirus felino (FHV-1)#%4°. Tuttavia,

resta poco chiara al momento la relazione causale fra
FHV-1 ed eosinofili.
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ATTIVAZIONE E DEGRANULAZIONE

Gli eosinofili umani, in pazienti con malattie eosinofili-
che, vanno di solito incontro ad una pre-attivazione (pri-
ming) nel sangue periferico, quindi, una volta raggiunti i
tessuti sede d’inflammazione, grazie a stimoli secretagoghi,
lattivazione culmina con la degranulazione®.

I criteri per valutare lo stato di attivazione degli eosino-
fili sono diversi, tuttavia le prove funzionali 7z vitro rap-
presentano probabilmente il go/d standard perché valutano
I'incremento delle attivita biologiche delle cellule, quali la
longevita, la produzione di citochine /o le capacita cito-
tossiche. Oltre alle prove funzionali, anche le modificazio-
ni morfologiche possono essere utili per valutare lo stato
di attivazione e, soprattutto, di degranulazione cellulare.
Recentemente, nella specie umana, vengono impiegate an-
che tecniche citofluorimetriche con cui si identificano gli
eosinofili attivati in base alle modifiche del fenotipo™.

Per quanto riguarda il gatto, lo stato di attivazione degli
eosinofili non ¢& stato al momento documentato, che sia
noto all’autrice, né tramite prove funzionali né tramite ci-
tofluorimetria, essendo sconosciuto I'immunofenotipo de-
gli eosinofili felini, sia a riposo che attivati. Sono state in-
vece riportate nel gatto modificazioni morfologiche degli
eosinofili suggestive di attivazione e degranulazione, docu-
mentate sia tramite la valutazione della densita cellulare sia
con esami ultrastrutturali.

Sono stati identificati, tramite separazione per gradiente
di densita, eosinofili “ipodensi” sia su sangue periferico, in
gatti trattati con IL-2°!, che su materiale proveniente da la-
vaggio broncoalveolare, in gatti sensibilizzati sperimental-
mente e stimolati con allergeni nebulizzati*. Gli eosinofili
umani “ipodensi” sono considerati attivati perché, in nu-
merosi studi 7z vitro, & stato dimostrato che sono pit lon-
gevi in coltura e con attivita biologiche aumentate rispetto
ai “normodensi”?**>*>, §i ipotizza che la ridotta densita
sia attribuibile alla perdita parziale del contenuto proteico
dei granuli, infatti con studi ultrastrutturali su eosinofili
“ipodensi” sono state osservate alterazioni morfologiche
suggestive di degranulazione®®. Tuttavia, non ¢& stato anco-
ra raggiunto un consenso nella comunita scientifica sull’o-
rigine degli eosinofili “ipodensi”’~%,

Inoltre, con studi ultrastrutturali, & stata recentemente
osservata una morfologia di degranulazione sia in eosino-
fili felini circolanti’ che tissutali’®. Una volta attivati, gli
eosinofili umani possono degranulare attraverso tre mo-
dalita distinte, I'esocitosi, di solito composta, la degranu-
lazione di tipo piecemeal (PMD) e la degranulazione cito-
tossica (citolisi)®.

Nell’esocitosi composta, simile a quella osservata nei
basofili e nei mastociti, i granuli si fondono tra loro al-
I'interno del citoplasma in grandi “camere di degranula-
zione” che poi si fondono con la membrana cellulare
perché il loro contenuto fuoriesca dalla cellula?'. Questo
tipo di degranulazione non & stato riportato frequente-
mente negli eosinofili umani 7 vivo?’ ed al momento, che
sia noto all’autrice, non ¢& stato ancora descritto in studi
ultrastrutturali nel gatto.

Nella PMD il contenuto dei granuli viene trasferito a ve-
scicole di trasporto provviste di membrana, forse identifi-
cabili con i VTO, che fuoriescono dal granulo stesso come
per “gemmazione” e veicolano poi il contenuto del granulo
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fuori dalla cellula. Come conseguenza i granuli vengono
progressivamente svuotati del loro contenuto ma il numero
di granuli resta inalterato. Recentemente, & stato messo in
dubbio che il contenuto del granulo fuoriesca per “gemma-
zione”, non ¢ stato possibile infatti identificare nei granuli
specifici alcune proteine, le Vesicle-Associated Membrane
Proteins (VAMP)-2, localizzate nelle vescicole di
trasporto®. Tuttavia, I'inibizione di VAMP-7, presente nei
granuli specifici, inibisce il rilascio di EPO ed EDN¢?,
quindi ¢ possibile che parte delle vescicole di trasporto, an-
che se non la totalita, derivi dai granuli specifici, come di-
mostrato recentemente, con tecniche ultrastrutturali sofisti-
cate, in eosinofili umani stimolati con eotaxina®. La PMD
¢ frequente 77z vivo negli eosinofili tissutali in corso di varie
malattie inflammatorie®®, ¢ stata osservata negli eosinofili
circolanti’® ed & stata descritta anche 27z vitro ©:°,

Recentemente, anche negli eosinofili circolanti di gatti
con eosinofilia periferica, ¢ stata riportata una morfologia
suggestiva di PMDY. In eosinofili felini caratterizzati da
modificazioni ultrastrutturali tipiche di uno stato d’attiva-
zione, quali un apparato del Golgi ben sviluppato, nume-
rosi mitocondri e particelle di glicogeno ed un numero ele-
vato di VTO, sono stati osservati granuli privi di core o
con fuoriuscita di parte del core stesso dal granulo, come
per “gemmazione”, cio¢ aspetti ultrastrutturali caratteristi-
ci della PMDY (Figg. 3, 4).

La possibilita che gli eosinofili circolanti vadano incon-
tro a PMD 71 vivo ¢ tuttora oggetto di speculazioni, dato
che, anche se una pre-attivazione pud essere raggiunta nel
sangue periferico, la degranulazione dovrebbe avvenire in-
vece in sede tissutale. Si ipotizza quindi che, in pazienti
umani con eosinofilia periferica, gli eosinofili circolanti
pre-attivati siano si pit suscettibili a rilasciare il contenuto
dei granuli, ma che la PMD avvenga i vitro, per effetto
della manipolazione delle cellule, inclusa la centrifugazio-
ne® %%, Nello studio eseguito nel gatto la centrifugazione
non ha apparentemente modificato la morfologia cellulare,
tuttavia cio non esclude che la degranulazione sia comun-
que avvenuta 7z vitro®.

Inoltre, nello studio eseguito nel gatto, non ¢& stata os-
servata correlazione positiva fra il numero totale di eosino-
fili circolanti ed il numero di eosinofili con morfologia di
PMD". Questa osservazione ¢ stata ulteriormente confer-
mata in uno studio morfometrico su un numero maggiore
di eosinofili circolanti provenienti da gatti con e senza eo-
sinofilia periferica (dati non pubblicati). Risultati analoghi
sono stati ottenuti anche in alcuni studi su eosinofili circo-
lanti umani, in cui & stato inoltre osservato che il numero
di eosinofili attivati circolanti & piu indicativo della gravita
della malattia eosinofilica in corso rispetto al numero tota-
le di eosinofili circolanti®*®7!, Quindi, dato che gli eosino-
fili attivati, 27z vivo o in vitro, rilasciano le proteine granula-
ri, il dosaggio immunoenzimatico di queste proteine (so-
prattutto ECP) nel siero e/0 in altri fluidi biologici ¢ stato
proposto come criterio utile per valutare la gravita di varie
malattie allergiche, in particolare asma e dermatite
atopica’>”>74, Tuttavia, al momento, non & stato ancora
raggiunto un consenso nella comunita scientifica, infatti
molti studi non confermano la maggiore utilita del dosag-
gio delle proteine granulari rispetto alla valutazione del-
Peosinofilia periferica per stabilire la gravita della malattia
eosinofilica in atto”7%77. Sarebbe interessante poter misu-
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rare la concentrazione di una o pit delle proteine granula-
ri degli eosinofili del gatto nei vari fluidi biologici, siero in-
cluso, per valutarne un possibile impiego nella clinica.
Sfortunatamente non esistono al momento anticorpi, di
cui lautrice sia a conoscenza, in grado di riconoscere le
proteine granulari degli eosinofili felini.

Per quanto riguarda il terzo meccanismo di degranula-
zione, la cosiddetta degranulazione citotossica, o citolisi,
questa & caratterizzata da cromatolisi e rottura della mem-
brana cellulare con rilascio quindi del contenuto cellulare
in toto, inclusi i granuli specifici, a volte ancora rivestiti dal-
la loro membrana”™”. E probabilmente uno dei meccani-
smi pitl frequenti di rilascio del contenuto dei granuli degli
eosinofili umani tissutali®®*8! ed ¢& stata descritta anche 7
vitro®®¥ mentre, che sia noto all’autrice, non ¢é stata ripor-
tata in eosinofili circolanti. E tuttora controverso se questo
tipo di degranulazione rappresenti un processo attivo o un

FIGURA 3 - Eosinofilo circolante di gatto con morfologia di degranula-
zione piecemeal (PMD). In uno dei granuli specifici si osserva la fuo-
riuscita di materiale osmiodenso, probabilmente proveniente dal core
(freccia). Si osservano inoltre numerosi mitocondri e VTO, ed un ap-
parato del Golgi ben sviluppato, suggestivi di uno stato di attivazione
cellulare.

FIGURA 4 - In questo eosinofilo circolante di gatto, la PMD é piu inten-
sa rispetto alla Figura 3. Si 0sservano, oltre a numerose vescicole e mi-
tocondri, granuli specifici contenenti solo frammenti di cores (frecce).
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danno cellulare passivo®®. Si ipotizza anche che la citolisi
possa essere conseguenza degli effetti citotossici delle pro-
teine granulari rilasciate per PMD, infatti numerosi granuli
in corso di citolisi presentano una morfologia suggestiva di
PMD, come se la PMD precedesse la citolisi®®®,

Anche nel gatto ¢ stato recentemente riportato che gli
eosinofili tissutali possono andare incontro a citolisi®.
Eosinofili con morfologia sia di citolisi che di PMD sono
stati osservati in studi ultrastrutturali su sezioni cutanee
provenienti da gatti con lesioni del complesso del granu-
loma eosinofilico®® (Figg. 5, 6). Nello studio effettuato, in
6 pazienti su 8, il numero di eosinofili con morfologia di
citolisi era superiore rispetto a quello di eosinofili con
morfologia di PMD. La citolisi, almeno in questi casi,
sembrava quindi predominare come meccanismo di de-
granulazione, al pari di quanto osservato in certe malattie
eosinofiliche umane®. Inoltre, calcolando I'indice di de-

cute di un gatto con complesso del granuloma eosinofilico. La mem-
brana cellulare é rotta (freccia gialla) e sono presenti numerosi granuli
specifici extracellulari (frecce rosse), alcuni dei quali ancora provvisti di
membrana. Sono presenti inoltre detriti cellulari provenienti dalla citoli-
si (per gentile concessione di M. Bardagi).

FIGURA 6 - Immagine ultrastrutturale di un eosinofilo tissutale con
morfologia di PMD nella cute di un gatto con complesso del granuloma
eosinofilico. Si osservano granuli specifici con frammentazione dei co-
res e, in un granulo, ¢ visibile la fuoriuscita di materiale osmiodenso,
probabilmente proveniente dal core (freccia) (per gentile concessione
di M. Bardagi).
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granulazione degli eosinofili piecemealed, non & stata os-
servata una correlazione positiva fra il numero di eosino-
fili con indice di degranulazione elevato, cio¢ intensa
PMD, ed il numero di eosinofili citolitici. Questo risulta-
to, nonostante siano stati osservati granuli liberi con
morfologia di PMD, supporterebbe I'ipotesi che PMD e
citolisi sono due meccanismi distinti e che non necessa-
riamente la PMD precede la citolisi®.

Resta ancora sconosciuto, al momento, il significato bio-
logico di questi due meccanismi di degranulazione. Tutta-
via, considerando che la PMD, a differenza della citolisi,
rispetta I'integrita cellulare ed ¢ progressiva, potrebbe es-
sere piu utile in quei processi inflammatori in cui si richie-
de un’azione immunomodulatrice degli eosinofili piuttosto
che citolesiva®*®, Inoltre, la PMD permette un rilascio se-
lettivo del contenuto dei granuli, in funzione dello stimolo
dell’attivazione e quindi della degranulazione degli eosino-
fili. Questa selettivita, importante per la modulazione della
risposta infiammatoria, riguarda sia proteine granulari®’*
che citochine® e chemochine®.

ATTIVITA BIOLOGICHE

Le attivita biologiche degli eosinofili dipendono dal loro
contenuto ed in particolare dal contenuto proteico dei
granuli specifici. Con studi di immunoelettromicroscopia
su eosinofili umani, & stato osservato che le quattro protei-
ne basiche presenti nei granuli sono ospitate selettivamen-
te, MBP nel core, e EPO, EDN e ECP nella matrix'?'.
MBP, ECP ed EPO possiedono attivita elmintotossica, ci-
totossica, e battericida, mentre la EDN & scarsamente el-
mintotossica e citotossica ma & neurotossica. Inoltre, sia
ECP che EDN, appartengono alla cosiddetta superfami-
glia delle Ribonucleasi A, hanno quindi attivita enzimatica
(ribonucleasi), maggiore nella EDN che nella ECP'!,

Recentemente, in uno studio sperimentale su eosinofili
peritoneali, & stato dimostrato che anche i granuli degli eo-
sinofili del gatto contengono una MBP (massa molecolare
di circa 10kDa) e una ribonucleasi (massa molecolare di
circa 15-18 kDa), la cui sequenza aminoacidica ¢ stata par-
zialmente caratterizzata ed ha evidenziato per la MBP
un’identita del 44% con MBP murina e MBP-2 umana e
per la ribonucleasi un’identita del 60% e del 50% rispetti-
vamente con ECP e EDN umane®. La MBP appare essere
la proteina granulare piti abbondante negli eosinofili del
gatto”?, al pari di quanto riportato in altre specie”.

E stato inoltre dimostrato, con tecniche spettrofotome-
triche, che le proteine granulari degli eosinofili del gatto,
al pari di quelle degli eosinofili di tutte le altre specie stu-
diate e a differenza di quanto precedentemente riportato
in studi citochimici'®*°, hanno anche un’attivita enzimatica
di perossidasi®.

La perossidasi degli eosinofili del gatto, analogamente a
quanto riportato in altre specie, ha una massa molecolare
maggiore rispetto a MBP e ribonucleasi, superiore ai 30
kDa. Tutte le proteine presenti nei granuli specifici degli
eosinofili del gatto, MBP, ribonucleasi e perossidasi, han-
no inoltre dimostrato possedere un’attivita antibatterica
nei confronti di Escherichia coli?*. Ciod rende la ribonuclea-
si degli eosinofili del gatto funzionalmente pit simile alla
ECP umana piuttosto che alla EDN.
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Da un punto di vista filogenetico & importante che le
proteine granulari abbiano mantenuto le loro funzioni, in
particolare ribonucleasi, perossidasi e battericida, negli eo-
sinofili dei diversi Ordini di mammiferi finora studiati’2.
Cio indica che probabilmente c’¢ stata una pressione evo-
lutiva che ha determinato questa conservazione, suggeren-
do quindi un ruolo fisiologico importante delle proteine
granulari nei meccanismi di difesa dell’organismo, molto
probabilmente legato primariamente all’attivita antielmin-
tica®™. Sarebbe interessante quindi studiare quest’ultima
attivita anche per le proteine granulari degli eosinofili del
gatto. Finora, che sia noto all’autrice, ¢ stata solo dimo-
strata I’adesione 7 vitro degli eosinofili del gatto a micro-
filarie di Brugia pahangi ma non ¢é stata poi studiata I'azio-
ne specifica degli eosinofili sul parassita®.

Riguardo alle funzioni della ribonucleasi presente negli
eosinofili, la EDN, la ribonucleasi piti potente contenuta
negli eosinofili umani, come gia accennato, ¢ al momento
oggetto di studio per un suo potenziale ruolo protettivo
nei confronti di infezioni sostenute da virus a RNA a cate-
na singola, quale il virus respiratorio sinciziale’®”’. Sarebbe
interessante studiare il potenziale ruolo antivirale anche
della ribonucleasi presente negli eosinofili felini, vista an-
che 'associazione fra eosinofili e malattie cutanee ed ocu-
lari virali sostenute da FHV-1, pur essendo quest’ultimo
un virus a DNA a doppia catena.

Le funzioni della EPO umana, al momento, sono consi-
derate collegate sia all’attivita battericida che alla parassiti-
cida®. D’azione antibatterica della EPO felina, a differenza
di quanto riportato in altre specie, ¢ risultata essere infe-
riore rispetto a quella della MBP e della ribonucleasi®.
Tuttavia, per approfondire le attivita biologiche della EPO
felina, sarebbe necessario ottenerne una maggiore quantita
utilizzando metodi di estrazione e rilascio delle proteine
granulari piu specifici per la perossidasi, come descritto
per gli eosinofili umani®.

L'attivita battericida delle proteine granulari degli eosi-
nofili, umani e di altre specie, incluso il gatto, suggerisce
un ruolo protettivo di queste cellule nella risposta immu-
nitaria innata nei confronti di infezioni batteriche. Tutta-
via, I'importanza di questo ruolo resta da definire, infatti,
in vivo, I'attivita antibatterica appare essere svolta prima-
riamente da altre cellule del sistema immunitario, tra cui
i neutrofili.

Negli eosinofili umani, oltre alle proteine basiche gra-
nulari, sono stati identificati numerosi mediatori, tra cui
citochine, chemochine, enzimi ed eicosanoidi’®'%. Que-
sta varieta di mediatori rende gli eosinofili importanti
non solo come cellule con capacita citotossiche, ma an-
che come cellule in grado di modulare il tipo di risposta
immunitaria, Th1 o Th2100.101,

Negli eosinofili felini, oltre alla presenza delle proteine
granulari con funzioni enzimatiche (ribonucleasi e peros-
sidasi) e battericide, sono stati evidenziati indirettamen-
te, con tecniche citochimiche, alcuni enzimi, tra cui fo-
sfatasi acida ed alcalina'®*. Questi enzimi potrebbero
partecipare, come negli eosinofili umani, ai processi dige-
stivi intra- e/o extra-cellulari!. Tuttavia, ulteriori studi so-
no necessari nel gatto per definire il contenuto, enzimati-
co e non, degli eosinofili.

Inoltre, recentemente, con techiche immunoistochimi-
che, ¢ stata osservata istamina in eosinofili circolanti di
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gatto, ed & stato ipotizzato che gli eosinofili felini attivati
siano in grado, a differenza di tutte le altre specie finora
studiate, di produrre istamina e scatenare quindi reazioni
di ipersensibilita di tipo I'%2, Tuttavia, non ¢ possibile
escludere che I'istamina presente negli eosinofili possa es-
sere entrata per endocitosi, considerando che gli eosinofili,
almeno nella specie umana, esprimono recettori funzionali

per I'istamina'®.

PROSPETTIVE FUTURE

Da quanto scritto appare che sono necessari ulteriori
studi per caratterizzare gli eosinofili del gatto, soprattut-
to dal punto di vista funzionale. Dato che la ricerca
scientifica si dirige verso la riduzione dell’'uso sperimen-
tale di animali vivi, sarebbe molto utile ottenere colture
di eosinofili felini, utilizzando tecniche, gia impiegate
con eosinofili umani, che ne prolunghino la sopravviven-
za in vitro'™,

Inoltre, ed a partire da qui, sarebbe importante non so-
lo caratterizzarne il contenuto in modo piu approfondito
ma anche purificare maggiori quantita di proteine granu-
lari per ottenere proteine ricombinanti e poter quindi
produrre anticorpi specifici, utili sia nell’ambito della ri-
cerca che della clinica. Restano inoltre da chiarire, nella
maggior parte delle malattie del gatto caratterizzate da in-
fiammazione eosinofilica, gli stimoli che determinano il
recruttment degli eosinofili in sede tissutale. Quest’ultimo
punto sarebbe importante per considerare un possibile
impiego nel gatto di terapie, biologiche e non, anti-che-
mochine e anti-citochine, oggetto di studio al momento
nella specie umana'®.
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Eosinofili, gatto, granuli, degranulazione.
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