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RESUMEN

IMPORTANCIA DE LA CARACTERIZACION FENOTIPICA Y FUNCIONAL DE
LINFOCITOS T EN TEJIDO AMIGDALINO EN PACIENTES QUE FUERON
CANDIDATOS A UNA AMIGDALECTOMIA.

Introduccién. Las amigdalas palatinas son el sito en donde una gran variedad de
patdogenos se multiplican y persisten de manera indefinida, por esta razéon la
participacion de los linfocitos T Y B es fundamental. En casos de amigdalitis cronica o
recurrente, los procesos de presentacién antigénica y activacion pueden verse
modificados. Por estos motivos podria considerarse como una ventaja potencial el
remover de forma terapéutica las amigdalas enfermas de forma crénica o recurrente.

Objetivos. ldentificar las principales caracteristicas fenotipicas y funcionales de los
linfocitos T, B y células dendriticas provenientes de amigdalas palatinas en nifios
candidatos a amigdalectomia. Valorar el impacto terapéutico que puede representar lo
anterior para ser considerado como un punto adicional y a favor en la toma de
decisiones para someter a un paciente a un procedimiento quirurgico.

Pacientes y métodos. Se incluyeron a 10 pacientes en edad pediatrica con indicacion
de amigdalectomia. Una vez realizado el procedimiento quirdrgico, se obtuvieron las
células mononucleares palatinas (CMNP) y se identificaron las subpoblaciones
linfoides y mieloides mediante citometria de flujo. Posteriormente se identificaron los
linfocitos T CD4+ antigeno especificos y se evalud la capacidad de degranulacion de
los linfocitos T CD8+. Por ultimo, se caracteriz6 a las células dendriticas.

Resultados. La frecuencias de linfocitos T CD3+ fue de 18 % 2.49, linfocitos T CD4+
(73.9 + 8.3), linfocitos T CD8+ (14.7 + 5.2) y linfocitos B totales (32.9 + 11.3). El radio
CD4:CD8 fue de 5.02, 3 veces mas alto de lo observado tradicionalmente en sangre
periférica. También se evalué la capacidad funcional de los linfocitos T CD4+
mediante la expresion del marcador CD154, encontrando que el 5.3% de los linfocitos
T CD4+ expresan CD154 de manera espontanea y el 9.8% después de 4 horas de
estimulacion del TCR con enterotoxina B de estafilococo. En el ensayo de
degranulacion de los linfocitos T CD8+ se identifico que 30 minutos después del
estimulo, los linfocitos T CD8+ expresaronCD107a/b en la membrana plasmatica. Se
identificé una relacion inversa con la expresion de perforina intracelular. Estos
resultados demuestran que los linfocitos T CD8+ de la amigdala palatina son
funcionales ya que responden a la activacion in vitro y tienen una adecuada capacidad
de liberacion de perforina. Por ultimo se estudiaron las poblaciones de células
dendriticas (CDs), tanto mieloides (mDC) (CD11c+) como las plasmocitoides (pDC)
(CD123+). Nuestros resultados demuestran que en tejido amigdalino hay 1.39% de
mDC y 0.19% pDC. Se identificaron en éstas mayor expresion de marcadores de
activacion en la subpoblacion de plasmocitoides, y se encontré una adecuada
funcionalidad para ambas poblaciones.

Conclusiones. Los linfocitos T, B y células dendriticas son funcionales en el tejido
amigdalino a pesar de presentar estimulacion crénica secundaria a cuadros de
faringoamigdalitis de repeticion. Consideramos que es necesario estudiar y justificar
de forma mas estricta quienes son los pacientes candidatos a una amigdalectomia.

Palabras clave: Linfocitos T, linfocitos B, células dendriticas, amigdalectomia,
faringoamigdalitis de repeticion, amigdalitis cronica.



. ANTECEDENTES

Histologia e inmunologia de las amigdalas palatinas

Las amigdalas y adenoides son 6rganos linfoides en donde predominan las
células B; éstos representan el 50 — 60% de todos los linfocitos en dichos
organos. Los linfocitos T comprenden aproximadamente el 40% de los
linfocitos, mientras que el 3% lo constituyen las células plasmaticas maduras.
Por el contrario, el 70% de los linfocitos en sangre periférica son linfocitos T.
Las amigdalas palatinas y adenoides estan involucradas en la inmunidad

secretora y en la regulacion de la produccion de inmunoglobulinas secretoras

(1),

Las amigdalas palatinas no tienen vasos linfaticos aferentes y contienen 10-30
criptas (invaginaciones) que van hacia el parénquima y estan delimitados por
un epitelio escamoso especializado para el procesamiento antigénico. Este
epitelio criptico tiene un complejo sistema de células presentadoras de
antigenos y de microporos que dirigen los antigenos a las células linfoides
inmunoldégicamente activas por debajo del epitelio tonsilar (hacia el foliculo
linfoide). Existen cuatro zonas o compartimentos inmunorreactivas que son
importantes y que estan involucradas en el procesamiento antigénico: 1)
Epitelio escamoso especializado con células reticulares; 2) Area extrafolicular

(rico en células T); 3) Zona de manta del foliculo linfoideo y 4) Centro germinal



(células B). Un fendmeno opuesto puede identificarse en los linfonodos ya que

éstos dependen de la entrega antigénica a través de linfaticos aferentes (1, 2).

Las amigdalas palatinas son el sito en donde una gran variedad de patégenos
se multiplican y persisten de manera indefinida, por esta razén la participacion
de los linfocitos T (CD4+ y CD8+) es fundamental. Ambas poblaciones de
linfocitos tienen la capacidad de controlar la diseminaciéon bacteriana
promoviendo la produccion de citocinas proinflamatorias y a través de su
actividad citotdxica (3). Los linfocitos B CD19+ también participan activamente
ya que promueven la produccién de anticuerpos neutralizantes en contra de los
principales virus respiratorios (4). No menos importante es la presencia de los
multiples tipos de células dendriticas (CD), las cuales funcionan como células
presentadoras de antigeno promoviendo la activacion de los linfocitos T que no

han tenido experiencia antigénica (5).

Fisiologia y fisiopatologia de las amigdalas palatinas

Las amigdalas palatinas representan la principal barrera protectora del tracto
digestivo y respiratorio contra potenciales patdgenos invasores. Amigdalas y
adenoides son o6rganos inmunologicamente activos que generalmente
refuerzan la inmunidad dependiente de las mucosas de todo el tracto aero-
digestivo superior. Son también expuestas de manera continua a una gran
variedad de estimulos fisicos y quimicos tales como: contaminantes del medio

ambiente, alcohol, humo de tabaco y acidos gastricos, todos ellos pueden



modificar las caracteristicas fenotipicas y funcionales de las células del sistema

inmune presentes en este tejido linfoideo (1, 6, 7).

Las amigdalas en el ser humano son inmunolégicamente mas activas entre los
3 y 10 anos de edad. La involucién de éstas ocurre después de la pubertad,
resultado en una disminucion de la poblacién de células B y un aumento
relativo del radio entre células T y células B. A pesar de que la funcion en la
produccion global de inmunoglobulinas se ve afectada, todavia se llega a ver
una actividad considerable de las células B en amigdalas sanas de pacientes
de 80 afos de edad (8). Esta situacién es distinta en pacientes con cambios
relacionados con la enfermedad, como cuando existe amigdalitis de repeticion

o hay hipertrofia adenoidea.

Las células M que se encuentran en el sistema de canales especializados del
epitelio amigdalino reticulado y criptico, capturan los antigenos en vesiculas y
los transportan a la regién extrafolicular o a los foliculos linfoides. En la region
extrafolicular las células dendriticas interdigitantes y macrofagos procesan los
antigenos y los presentan a los linfocitos T cooperadores y citotoxicos. Estos
linfocitos T estimulan la proliferacion de los linfocitos B foliculares y su
desarrollo en células B de memoria que secretan anticuerpos capaces de
migrar a nasofaringe y otros sitios, o en células plasmaticas que producen
anticuerpos y los liberan en el lumen de la cripta (9).

La exocitosis granular ¢ liberacion de granulos citotéxicos es uno de los
mecanismos claves presentes en los linfocitos T CD8+ y células NK para

eliminar células infectadas por virus y células tumorales. Los granulos



citotdéxicos son lisosomas secretores especializados que contienen proteinas
formadoras de poros conocidas como perforinas, y una familia de proteasas de
serina conocidas como granzimas. Las granzimas son inicialmente pro-enzimas
inactivas que se convierten en enzimas activas a través de la accion de la
catepsina C. Las granzimas A y B son las mas abundantes, en particular la
granzima B, quien participa en la activacion de la via de las caspasas que

llevan a la induccion de la apoptosis (10).

En casos de amigdalitis crénica o recurrente, el proceso controlado de
transporte y presentacién antigénica puede verse modificado debido a la
pérdida de células M del epitelio amigdalino (9). La respuesta inflamatoria
cronica puede mediar la transformacion del epitelio reticular criptico en un
epitelio queratinizado que limite la funcionalidad de los linfocitos Ty B (11). Se
ha propuesto que estos cambios puedan modificar la frecuencia, distribucion y
nivel de activacion de los linfocitos B en el centro germinal y por ende la

produccion de anticuerpos.

En casos de amigdalitis crénica o de repeticion los linfocitos T y B se
encuentran sometidos a estimulacion crénica persistente y esto puede limitar al
menos tedricamente su capacidad funcional y de proteccion. Esto por tanto
resulta en una ventaja potencial de remover de forma terapéutica las amigdalas
enfermas de forma crénica o recurrente (12). Sin embargo, no hay estudios a la
fecha que demuestren el impacto clinico significativo de la amigdalectomia en

el sistema inmune o en la produccién final de sustancias efectoras a nivel local.



En contraste con la amigdalitis de repeticion, en la hiperplasia adenoidea los
cambios son menos pronunciados, pues las condiciones inmunorreguladoras
necesarias para el mantenimiento de la poblacion de las células B se
encuentran bien conservados. Se presume que la razén para esto se debe a
que el epitelio reticular estd menos afectado en la inflamacién adenoidea que la

amigdalina (1).

Impacto en la funcién inmunolégica de pacientes candidatos a

amigdalectomia

Las funciones inmunolégicas tanto de amigdalas como de adenoides han
llevado a la elaboracion de una serie de argumentos en contra de una
adenoamigdalectomia. Existe una gran controversia en cuanto a los beneficios
de la extirpacion de un tejido cronicamente inflamado contra la posibilidad de
un dafio ante una amigdalectomia al eliminar una fuente local importante de
defensa del huésped (13). La pregunta de si la extirpacion de amigdalas y
adenoides compromete la protecciéon de la via aérea superior resultando en
cierto nivel de inmunodeficiencia continlia siendo tema de debate (14). Varios
investigadores han documentado una disminucion en los niveles de
inmunoglobulinas posterior a la adenoamigdalectomia, mientras que otros no
han encontrado cambios significativos. Sin embargo varios estudios sugieren
que este procedimiento quirurgico no modifica el desarrollo inmunolégico del

paciente que lo pudiese llevar a un estado de inmunodeficiencia (15).



Adenoamigdalectomia. Criterios y justificaciones para su realizacion.

La amigdalectomia es uno de los procedimientos quirdrgicos mas frecuentes en
Estados Unidos, siendo la segunda causa de cirugia ambulatoria mas comun,

con mas de 530 mil cirugias anualmente en nifios menores de 15 afios (16).

Las dos indicaciones mas comunes para amigdalectomia son cuadros de
faringoamigdalitis de repeticion y trastornos respiratorios del dormir (TRD), en
particular el sindrome de apnea obstructiva del suefo (SAOS). Ambos pueden
sustancialmente afectar tanto la salud como la calidad de vida en el nifio. (12,

17, 18).



ll. JUSTIFICACION

Existe poca informacion acerca de las diferentes subpoblaciones linfocitarias
que se pueden identificar en el tejido amigdalino asi como de su capacidad
funcional en el contexto de un tejido linfoide cronicamente expuesto a multiples
estimulos, muchos de los cuales son de origen infeccioso (amigdalitis

recurrente).

Explorar las principales caracteristicas fenotipicas de los linfocitos T
provenientes del tejido amigdalino y analizar si estos conservan su funcién, nos
permitiria conocer a mayor profundidad el tipo de respuesta inmune a nivel de

un 6rgano linfoide secundario.

Este conocimiento seria relevante ya que nos permitiria, al menos
tedricamente, tener un mayor numero de elementos cientificos para indicar la

amigdalectomia en pacientes con justificacion para ello.



ll. HIPOTESIS

Este estudio tiene un caracter meramente descriptivo acerca de
subpoblaciones linfocitarias en tejido amigdalino; por lo tanto, no existe una

hipétesis con magnitud y direccion.

Consideramos que algunas de las subpoblaciones de linfocitos T pudieran
tener una menor capacidad de respuesta a la estimulacion antigénica,
haciendo que la hipofuncionalidad de las mismas sea considerada como un
punto adicional y relevante a considerar para someter a un paciente a

tratamiento quirurgico.



V. OBJETIVOS

Generales:

1.

Identificar las principales caracteristicas fenotipicas y funcionales de los
linfocitos T CD4+, CD8+ y células dendriticas (CDs) provenientes de las
amigdalas palatinas de nifios candidatos a amigdalectomia.

De acuerdo a los resultados del punto anterior, valorar el impacto
terapéutico que puede representar para ser considerado como un punto
adicional y a favor en la toma de decisiones para someter a un paciente

a un procedimiento quirurgico.

Especificos:

1.

Estandarizar la metodologia para la obtencibn de células
mononucleadas de tejido amigdalino.
Identificar la frecuencia de linfocitos T CD4+, CD8+ y subpoblaciones de

CDs en tejido amigdalino.

Identificar la frecuencia de linfocitos T CD4+ y CD8+ antigeno
especificos.
Medir la capacidad funcional de los linfocitos T CD4+ y CD8+ en base a

su habilidad para producir perforina y granzima A.



V. MATERIAL Y METODOS

Tipo de Estudio

Prospectivo, Observacional, Transversal.

Pacientes

Se incluyeron a 10 pacientes en edad pediatrica con indicacion de
adenoamigdalectomia. Se les invitd a participar en el estudio tanto a los padres
o tutores, como al paciente, firmando asi una carta de consentimiento
informado de aceptacion. Este protocolo fue aprobado por el Comité
Institucional de Ciencia y Bioética del Instituto Nacional de Enfermedades

Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” (INER “ICV”).

Criterios de Inclusion:
1. Pacientes pediatricos desde los 2 hasta los 14 afos de edad.
2. Pacientes que cuenten con los criterios para realizacion de una
amigdalectomia o adenoamigdalectomia.
3. Género indistinto
4. Aceptacién y firma de consentimiento informado para participar en el

estudio.

Criterios de exclusion:
1. Pacientes con alguna enfermedad sistémica u otra forma de

inmunodepresion.



Pacientes candidatos a amigdalectomia con otro diagndstico que no es
sujeto a estudio para este trabajo (sospecha de neoplasia o afeccién
linfoproliferativa).

Pacientes con inmunodeficiencias u otro trastorno inmunolégico.
Pacientes quienes no acepten firmar cartas de consentimiento

informado.

Estudios v procedimientos

Realizacion de la amigdalectomia

1.

Previa anestesia general e intubacion orotraqueal, se colocan campos
estériles sobre paciente en decubito supino, asi como abreboca de Mc
Ivor.

Se identifican amigdalas palatinas, y con pinza de Allis se pinza polo
superior de amigdala izquierda y se medializa, se realiza incision en
plica triangularis con bisturi falciforme y se diseca con tijera de Knight
hasta encontrar plano subcapsular.

Se continta diseccion con disector de Hurd hasta polo inferior, para
terminar extrayendo la amigdala con el asa de Tyding.

Se realiza hemostasia con pinza bipolar en sitios sangrantes del lecho
amigdalino, y de ser necesario se colocan puntos hemostaticos con
sutura catgut 3-0.

Se palpan adenoides; de ser obstructivos se retiran con adenotomo libre
o de canastilla.

Se realiza mismo procedimiento en amigdala derecha.



7. Se realizan lavados en nasofaringe con solucidon hasta obtenerse agua

de roca.

8. Se verifica hemostasia y se da por terminado el procedimiento

quirurgico.

Inmediatamente después de haber retirado la amigdala palatina izquierda, se le

entregd a la enfermera instrumentista para que la misma, y con ayuda de la

enfermera circulante, fuera depositada en medio RMPI 1640 suplementada y

estéril, proporcionado en un inicio por parte del servicio de Inmunologia

Integrativa del Instituto. La enfermera circulante entregé el tejido recolectado y

en el medio correspondiente al personal de Inmunologia Integrativa. La

muestra se proceso en un lapso no mayor a 60 minutos.

Obtencion de Ceélulas Mononucleares Palatinas (CMNP)

1.

2.

3.

Una vez realizada la amigdalectomia se colocaron en un tubo plastico de
50 ml en medio de cultivo RPMI 1640 frio hasta su procesamiento.

Nota: dado que la viabilidad del tejido disminuye con el tiempo hay que
procesarlas en un tiempo maximo de 3 hrs.

Se transfirieron las amigdalas palatinas en un plato de Petri que
contiene 20 ml de medio de cultivo RPMI 1640 suplementado (10%
suero fetal bovino, 2% HEPES, 10% L-glutamina, 10% penicilina-
estreptomicina, 10% aminoacido esenciales, 10% aminoacidos no
esenciales, 10% piruvato de sodio).

Se cort6 el tejido amigdalino en pequefos fragmentos de 2-3 mm con

tijeras de diseccion.



4. Con la ayuda de pinzas de diseccion estériles se transfirieron los
fragmentos de tejido amigdalino a un colador metalico el cual cuenta con
una malla de 60 um. Con la ayuda del émbolo estéril de una jeringa de
3cc se realizaron pequefos movimientos circulares para homogeneizar
el tejido y facilitar el paso de las células. Se adicionaron 1-2 ml de medio
de cultivo cada vez que fue necesario.

5. Se colocd un filtro para células (marca Falcon, 10-uym) en un tubo
cénico de 50 mL y se paso a través de este la suspension celular con la
finalidad de eliminar el resto de los fragmentos tisulares.

6. Se transfiri6 la suspension celular a tubos coénicos de 10 ml que
contenian 3 ml de Ficoll-Hypaque (densidad 1.077) y se centrifugaron
por 30 minutos a 1700 rpm. Se aceleré y desacelero sin freno.

7. Se colectaron las células mononucleadas de la interfase, se descarto el
sobrenadante y se resuspendid el boton celular en RPMI 1640
suplementado a una concentracién de 1X10° células/mL.

8. Se evalud la viabilidad celular por el método de exclusion del colorante

azul de tripano.

Identificacion de subpoblaciones linfoides y mieloides en tejido amigdalino

Para identificar la frecuencia de las poblaciones de células linfoides y mieloides
presentes en el tejido amigdalino se utilizaron los siguientes anticuerpos
dirigidos contra los siguientes marcadores de superficie: CD3, CD4, CDS8,

CD11b, CD11c, CD19, CD20, CD40, CD80, CD83, CD86, CD123 y HLA-DR.



Protocolo de tincion: se incubaron las células durante 15 minutos a temperatura
ambiente con 50 ul del coctel de anticuerpos previamente disefiado.
Posteriormente las células se lavaron con buffer salino-fosfato (PBS) y se
fijaron en paraformaldehido al 1%. Las muestras se adquirieron en un citdmetro

FACSAria (BD Biosciences) y se analizaron con el software FlowJo (Tree Star).

Identificacion de linfocitos T antigeno especificos

Se resuspendieron las CMNP a una concentracion de 1X10° células/mL en
RPMI 1640 suplementado y se sembraron en placas de cultivo (Costar) de 24
pozos. Se adiciond el anticuerpo anti-CD154-APC humano (previamente
titulado) a cada uno de los pozos segun la correspondencia al diseno
experimental deseado. Se adicioné monensina y brefeldina (2uM [5ug/mL],
concentracion final) a cada uno de los pozos segun correspondia. Para los
pozos que requirieron ser estimulados, se adicioné 1ul de enterotoxina B del
estafilococo (SEB). Se incubé la placa durante 12-24 hrs a 37°C, 5% CO2. Al

terminar el tiempo de incubacion se continud con el protocolo de tincion.

Evaluacién de la capacidad de degranulacion de los linfocitos T CD4 y CD8+

Se resuspendieron las CMNP a una concentracion de 1X10° células/mL en
RPMI 1640 suplementado y se sembraron en placas de cultivo (Costar) de 24
pozos. Se adicionaron los anticuerpos anti-CD107a-PE y anti-CD107b-FITC
previo a la estimulacién antigénica. Para los pozos que requirieron ser
estimulados, se adiciond 1ul de enterotoxina B del estafilococo (SEB) o PMA

10ng/ml (phorbol myristate acetate) mas ionomicina 1uM de acuerdo al disefio



experimental deseado. Se incubd la placa durante 6 hrs a 37°C, 5% CO2. Al

terminar el tiempo de incubacion se continud con el protocolo de tincién.

Citometria de flujo multiparamétrica y Protocolo de tincion.

1. Para la caracterizacién fenotipica y funcional de los linfocitos T antigeno
especificos se utilizaran los siguientes anticuerpos dirigidos contra los
siguientes marcadores de superficie: CD3, CD4, CD8, CDA45RA,
CD45RO0, CD62L, CD69, CD107a, CD107b, CD154 y CCRY.
Intracelular: IFN-gamma.

2. Para la caracterizacion fenotipica de las células dendriticas se utilizaran
anticuerpos dirigidos contra los siguientes marcadores de superficie:
CD1a, CD11b, CD11c, CD68, CD123, CCR7 y HLA-DR.

Protocolo de tincién: Se incubaron las células durante 15 minutos a
temperatura ambiente con 50 pl del coctel de anticuerpos previamente
disefiado. Posteriormente las células se lavaron con buffer salino-fosfato (PBS)
y se fijaron en paraformaldehido al 1%. Las muestras se adquirieron en un
citometro FACSAria (BD Biosciences) y se analizaran con el software FlowJo

(Tree Star).

Analisis estadistico

Los datos son expresados como proporciones y mediana y rango interquartilar.

Se considerd como significativo a un valor de p<0.05.



Limitaciones del proyecto

La descripcion fenotipica y funcional de las células del sistema inmune
presente en los érganos linfoides secundarios puede ser mucho mas amplia
que la propuesta en éste protocolo, sin embargo identificamos la frecuencia de
las principales poblaciones de linfocitos T y B asi como la frecuencia de células
T antigeno especificas presentes en el tejido amigdalino. De igual manera
realizamos una caracterizacion fenotipica completa de las principales

poblaciones de células dendriticas.

Consideraciones éticas

La entrevista, el estudio simplificado de suefio y el manejo quirdrgico a seguir
fueron los indicados a cada uno los pacientes que acudi6 al Departamento de
Otorrinolaringologia del INER “ICV”. El estudio no le significd un costo extra a

ninguno de los pacientes ya que se solicitd la condonacion por el Instituto.

Aprobacién por comité de ciencia y bioética en investigacion.

Numero: B14-11.



V. RESULTADOS

Poblacion de estudio

Se incluyeron a 10 pacientes con criterios especificos para realizar una
adenoamigdalectomia. En el Cuadro 1 se muestran las caracteristicas

demograficas de la poblacion estudiada y los diagndsticos especificos.

Cuadro 1. Caracteristicas basales de la poblacion de estudio.

Dx de | Dx de
Paciente Edad Género | Peso (kg) Talla (m) IMC Amigdalas RA FAR Cirugia realizada

9 afios

1 7 meses M 46.7 1.44 22.52122 Il bilateral Sl Sl Adenoamigdalectomia
8 afios

2 9 meses M 50.4 1.45 23.97146 | IV derlllizq NO S| Amigdalectomia
4 afios

3 8 meses M 215 1.12 17.13967 IV der Il izq NO SI Adenoamigdalectomia
3 afios

4 11 meses M 16.7 1.03 15.74135 IV der Il izq Sl SI Adenoamigdalectomia
4 afios

5 11 meses M 20.5 1.17 14.97553 Il bilateral Sl SI Adenoamigdalectomia
5 afios

6 11 meses F 225 1.17 16.43655 1V der Ill izq Sl Sl Adenoamigdalectomia
4 afios

7 2 meses M 14.5 1.065 12.78406 I bilateral Sl Sl Adenoamigdalectomia
6 afios

8 8 meses M 20 1.09 16.8336 I bilateral NO NO Adenoamigdalectomia
7 afios

9 8 meses M 31 1.32 17.31 Il bilateral Sl SI Amigdalectomia
6 afios

10 2 meses F 25 1.23 16.5 11l bilateral NO Sl Adenoamigdalectomia

22.0 117 16.6
Mediana | 6.07 +2.1 (14.5-50.4) | (1.03-1.45) | (12.7-23.9)

H: Hombre; M:Mujer; El peso se evalud en kilogramos (kg); La talla se evalué en metros (m); IMC: indice de masa
corporal; Se identificé el grado de hipertrofia amigdalina izq: grado de hipertrofia de amigdala izquierda, der: grado de
hipertrofia de amigdala derecha; Dx: Diagndstico; RA: Rinitis alérgica; FAR: cuadros recurrentes de faringoamigdalitis
bacteriana de repeticion.

La mediana de edad para pacientes que fueron sometidos a amigdalectomia
fue de 6 afios. La mayoria de los pacientes incluidos fueron hombres, siendo
s6lo el 20% de mujeres de la poblacion de estudio. La mediana obtenida en
relacion al indice de masa corporal (IMC) fue de 16.6, de acuerdo a la formula
peso / (talla)®. El grado de hipertrofia amigdalina, evaluada de forma
prequirurgica fue de caracteristicas “obstructivas” (grado Ill o IV) en el 80% de

los pacientes, siendo grado Il solamente en dos pacientes.



Por otro lado el 60% de los pacientes estudiados (6/10) presenté como
diagndstico prequirdrgico rinitis alérgica, mientras que el 90% de los pacientes
refiieron durante la evaluacidén prequirdrgica, cuadros de faringoamigdalitis
bacteriana de repeticion. Sesenta por ciento de los pacientes presentaron
ambos diagndsticos. A ocho pacientes de la poblacién estudiada se les realizé

una adenoamigdalectomia, por presentar hipertrofia adenoidea.

Cabe mencionar que en la poblacion estudiada se encontré que 9 de los 10
pacientes presentd SAOS, diagnosticado mediante estudio simplificado del
suefo. Esto se debe a que, por ser el INER “ICV” un centro de referencia de
tercer nivel, es mas probable encontrar a pacientes con un mayor niumero de

comorbilidades e incluso de cuadros complicados.

Caracteristicas inmunoldgicas basales

La caracterizacion inmunofenotipica de las células mononucleares palatinas se
realiz6 mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos monoclonales
dirigidos contra los siguientes marcadores de superficie: CD3, CD4, CDS8,
CD19, CD20, CD45RA, CD62L, CCRY7 e IgD. En la Figura 1 se muestra un
ejemplo representativo del tipo de estrategia de analisis que se realizd para
identificar las subpoblaciones de linfocitos T (CD4+ y CD8+) y de linfocitos B

totales.



Figura 1.
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En la Figura 1 se representa la estrategia de analisis multiparamétrico para las
poblaciones de linfocitos T y B totales. En el cuadro A) las células
mononucleadas totales fueron identificadas a partir de un grafico de puntos de
dispersién frontal (FSC, forward scatter) vs. dispersion lateral (SSC, side
scatter). En el cuadro B) se observa que a partir de una ventana de células
vivas se seleccioné la ventana positiva para el marcador CD3 (linfocitos T
totales). En el cuadro C) se ejemplifica que a partir de la ventana de CD3 se
identificaron a aquéllos linfocitos T CD3+CD4+ y CD3+CD8+ (positivos a la
doble marca). Por ultimo, en el cuadro D) se observa que a partir de la ventana

de células vivas se realizdé un grafico de puntos de CD3 contra CD19 para



identificar a los linfocitos B (CD19+). Un minimo de 10° eventos fueron

analizados.

El Cuadro 2 muestra la frecuencia de cada una de estas subpoblaciones que
fueron analizadas en los 10 pacientes que incluimos. La frecuencia de linfocitos
T totales CD3+ fue de 18.0% * 2.4, con una relacion CD4:CD8 igual a 5.02. La

frecuencia de linfocitos B totales en tejido amigdalino fue de 32.9% + 11.3.

Cuadro 2. Frecuencia e Linfocitos T y B en tejido amigdalino

POBLACION FRECUENCIA (%)
Linfocitos T (media + SD) 18 £2.49
Linfocitos T CD4+ (media + SD) 73.9%8.3
Linfocitos T CD8+ (media + SD) 14.7+£5.2
Linfocitos B (media + SD) 329+11.3

Posteriormente analizamos la frecuencia de las 4 principales subpoblaciones
de memoria en que se puede clasificar a los linfocitos T una vez que han
reconocido antigenos provenientes de patdégenos: 1) linfocito T efector
terminalmente diferenciado Tegmra, 2) linfocito T virgen, 3) linfocito T de
memoria central y 4) linfocito T de memoria-efector. Esta clasificacion de los
linfocitos se realizé en base a la expresion de los marcadores CD45RA, CD62L

y CCRY7 (Figura 2).



Figura 2. Expresién de marcadores especificos de linfocitos T.
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En la figura 2 se documenta el perfil fenotipico de linfocitos T de memoria. A
partir de una ventana de linfocitos T totales (CD3+) se realizo un grafico de
puntos de CD45RA contra CD62L. En base a la expresion de estos
marcadores se identificaron 4 subpoblaciones de memoria: 1) Teura
(CD45RA+CD62L-), 2) T VIRGEN (CD45RA+CD62L+), 3) Tmc (CD45RA-
CD62L+) y 4) Tye (CD45RA-CD62L-). Un minimo de 10° eventos fueron

analizados.

En el Cuadro 3 se muestran los datos totales provenientes de los 10 pacientes
incluidos en relacion a la frecuencia de cada una de estas subpoblaciones de
memoria asi como a la intensidad media de fluorescencia para el marcador

CCRY.



Cuadro 3. Frecuencia de subpoblaciones de células de memoria presentes en
los linfocitos T CD4+ y CD8+.

POBLACION LINFOCITOS T CD4 LINFOCITOS T CD8

CCR7 IMF CCR7 IMF

Frecuencia (%) (unidades Frecuencia (%) (unidades

arbitrarias) arbitrarias)
Tuc 30.3(29.2-54.6) 1130(896-1829) 16.9(6-25.3) 1921(1132-2740)
Virgen 4.8(2.7-8.2) 3481(2623-4043)  20.0(15.9-36.9)  4527(2929-5553)
TemRA 5.7(2.7-9) 3295(2786-4144) 33.6(27.3-51) 4488(2129-4847)

Tye 56.4(38.9-62.4) 1234(916-1521) 33.5(10.5-51.6) 705(503-826)

Datos muestran: mediana (min-max).

Mediante una estrategia semejante analizamos las subpoblaciones de memoria
en que se puede clasificar a los linfocitos B que se localizan en los foliculos
linfoides de la amigdala. Este analisis se realiz6 en base a la expresién de los
marcadores CD38 e IgD (Figura 3A y B). La expresion de IgD en el linfocito B
es utilizada para identificar a los linfocitos B maduros. Nosotros encontramos

que el 54.6% £ 3.7 de los linfocitos B expresan a la IgD en la superficie.



Figura 3. Perfil fenotipico de los linfocitos B.
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En la figura 3, al graficar el perfil fenotipico de linfocitos B de memoria, se
observa que en el cuadro A), a partir de una ventana de células vivas, se
realizd un grafico de puntos de CD3 contra CD19/CD20 para identificar a los
linfocitos B totales (CD3-CD19/CD20+). En el cuadro B), a partir de una
ventana de linfocitos B (CD3-CD19/CD20+) se realizé un dot plot de CD38
contra IgD para identificar las células de memoria. En base a la expresion de
estos 2 marcadores se identificaron las siguientes subpoblaciones: células
virgenes (Bm1: IgD+CD38-); células virgenes activadas (Bm2: IgD+CD38+);
células pre-GC (Bm2"; IgD+CD38++); células GC (Bm3-centroblastos y Bm4-
centrocitos, ambas son IgD-CD38++); y células de memoria (Bm5 tempranas y

tardias: IgD—-CD38+/-). En el cuadro C) a partir de una ventana de linfocitos B



totales (CD19/CD20+) se realizd un histograma para medir la expresion del

marcador IgD. Un minimo de 10° eventos fueron analizados.

El Cuadro 4 muestra el resumen de las frecuencias de linfocitos B de memoria

evaluadas en los 10 pacientes incluidos en el estudio.

Cuadro 4. Frecuencia de subpoblaciones de células de memoria presentes en

los linfocitos B.

POBLACION Frecuencia
Bm1 (mediana, min-max) 6.2 (4.9-7.6)
Bm2 (mediana, min-max) 27 (10.7-36.5)
Bm2" (mediana, min-max) 8.12 (7.9-8.4)
Bm3 + Bm4 (mediana, min-max) 36.0 (33.9-55.4)
Bmb5 tempranas (mediana, min-max) 9.8 (9.2-14.0)
Bmb tardias (mediana, min-max) 6.7 (5.7-10.5)

Frecuencia de linfocitos T CD4+ antigenos-especificos en tejido

amigdalino.

Una vez caracterizadas las distintas subpoblaciones en los linfocitos T CD4+,
procedimos a evaluar la frecuencia de linfocitos T antigenos- especificos
mediante un ensayo que evalua la expresién del marcador CD154 (CD40L).
Después de 4 hrs de estimulo con la enterotixina B de Staphilococcus (SEB)
evaluamos la expresion del marcador CD154 en la superficie de los linfocitos
CD4+. Nuestros resultados muestran que el 5.3% de los linfocitos T CD4+
expresan a CD154 de manera espontanea y el 9.8% después de la

estimulacion con SEB (Figura 4).



Figura 4: Expresion de CD154 en linfocitos T CD4+.
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En la figura 4 se identifica el grado de expresiéon de CD154 en linfocitos T
CD4+. Las células mononucleadas totales fueron estimuladas durante 12 horas
con SEB en presencia del anticuerpo monoclonal anti-CD15-APC. Durante las
ultimas 4 horas del cultivo se agrego brefeldina y monensina con la finalidad de
inhibir la secrecion de proteinas intracelulares (CD154). Después de 12 horas
de estimulo las células fueron cosechadas y tenidas con anticuerpos
monoclonales dirigidos contra CD3 y CD4. Condiciones experimentales
incluidas: IC: control de isotipo, Basal: células cultivadas durante 12 hrs sin
estimulo, No estimulo: células cultivadas en presencia de brefeldina y
monensina, y Estimulo: células cultivadas en presencia de SEB, brefeldina y

monensina. Las barras de error muestran la media + desviacion estandar. n=5.

CD107ay b se expresan en los linfocitos T CD8+ en respuesta a SEB

Con la finalidad de identificar la capacidad funcional de degranulacion y
citotéxica de los linfocitos T CD8+ activados con SEB analizamos

simultaneamente la pérdida de perforina intracelular y la expresiéon membranal



de las moléculas CD107a y CD107b. Las CMNP fueron estimuladas durante 4
horas con SEB en presencia de brefeldina y monensina (inhibidores de la
secrecion de proteinas). Después de la estimulacion las células fueron tefidas
con anticuerpos contra CD3, CD8, CD107a, CD107b y perforina. Nuestros
resultados mostraron que la expresiéon de CD107a y b incrementa a partir de
los 30 min post-estimulacién para alcanzar su maximo a las 4 hrs. La expresion
de CD107a y b mostro una relacion inversa con la expresion de perforina
intracelular. Estos resultados sugieren que los linfocitos T CD8+ son

funcionales, se degranulan y pueden eliminar células infectadas (Figura 5).

Figura 5. Capacidad de degranulacion de linfocitos T CD8+ de tejido

amigdalino.
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Figura 5: Capacidad de degranulacién de linfocitos T CD8+ de tejido amigdalino. Las células mononucleadas fueron
estimuladas con PMA/IO in vitro durante 4 hrs en presencia de brefeldina, monensina y anticuerpos monoclonales
dirigidos contra CD107a y b. Al final del tiempo de incubacion las células fueron cosechadas, lavadas con PBS y
permeabilizadas para la tincion de CD3, CD8 y perforina. Las barras de error muestran la media * desviacion estandar.
n=5.

Caracterizacion de células dendriticas de origen mieloide y plasmocitoide

presentes en tejido amigdalino

Las células dendriticas (CDs) participan en la respuesta inmune innata y
adaptativa a través de una gran variedad de mecanismos. Su principal funcién

es la presentacion de antigenos a los linfocitos T, sin embargo; esta puede



variar dependiendo de la localizacion de las CDs. En este trabajo evaluamos la
frecuencia y estado de activacion de las 2 poblaciones principales de CDs,
mieloides y plasmocitoides. La caracterizacion fenotipica de estas poblaciones
se realizd en base a la expresion de los marcadores CD1a, CD1c, CD11b,
CD11c, CD123 y HLA-DR. Nosotros identificamos que en células
mononucleadas palatinas totales la frecuencia de CDs mieloides
(CD1a+CD11c+HLA-DR+) es de 1.39% % 0.3 y la de CDs plasmocitoides

(CD1a+CD123+HLA-DR+) es de 0.19% + 0.09 (Figura 6).

Figura 6. Analisis de las subpoblaciones de CDs presentes en tejido

amigdalino.
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En el analisis de las subpoblaciones de CDs como se representa en la figura 6,
se identificaron las células totales del tejido amigdalino a partir de una grafica
de puntos de dispersién frontal (FSC, forward scatter) vs. dispersion lateral
(SSC, side scatter). Se identificaron como CDs plasmocitoides aquellas que
coexpresaron el marcador CD123 y el antigeno de leucocitos humanos (human
leukocyte antigen) HLA-DR, y como CDs mieloides aquellas que coexpresaron

el marcador CD11c y el HLA-DR. Se muestra un experimento representativo.



En el Cuadro 5 se muestra la frecuencia total de cada una de las siguientes
poblaciones: HLA-DR+, CD11b+, CD11c+, CD11b+CD11c-, CD11b+CD11c+ y
CD11b-CD11c+; este analisis se realizé a partir de una ventana de células
vivas como un control de las frecuencias de las subpoblaciones de CDs
analizadas posteriormente. También identificamos que del total de las CDs
mieloides o convencionales el 23.1% + 3.6 corresponde a células
CD11c+CD1a+HLA-DR+ las cuales son consideradas precursores directos de

las CDs intersticiales.

Cuadro 5. Subpoblaciones de células dendriticas identificadas en tejido

amigdalino.

Poblacion Frecuencia (%)
CD1a+CD11c+HLA-DR+ 1.39% £ 0.3
CD1a+CD123+HLA-DR+ 0.19% + 0.09

Datos expresados como media + desviacién estandar.

En el Cuadro 6 se muestra el estado de activacion de las diferentes
poblaciones de CDs estudiado en base a la expresion de los marcadores

CD40, CD80, CD83 y CD86.



Cuadro 6. Analisis de marcadores de activacion en CDm y CDp.

POBLACION IMF (unidades arbitrarias)

Células Dendriticas Mieloides

CD40 158 (102-310)

CD80 328 (322-412)

CD83 581 (416-904)

CD86 320 (238-346)
Células Dendriticas Plasmocitoides

CD40 219 (162-367)

CD80 244 (138-405)

CD83 1577 (709-3109)

CD86 477 (350-848)

Datos expresados como mediana (minimo y maximo).



VI. DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue inmunofenotipificar las distintas poblaciones de
células inmunes presentes en tejido amigdalino proveniente de nifilos con
indicacion de amigdalectomia. Primero estandarizamos la metodologia
necesaria para la obtencion de las células mononucleares a partir de tejido
amigdalino y posteriormente medimos la frecuencia de las principales
poblaciones inmunoldgicas que participan en el desarrollo de la respuesta
inmune adaptativa (linfocitos T totales, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+,
linfocitos B totales, células dendriticas mieloides y células dendriticas

plasmocitoides).

Las amigdalas palatinas son 6rganos linfoides secundarios que forman parte
del sistema MALT y representan la acumulacién mas grande de tejido linfoide
del anillo de Waldeyer. Las amigdalas son el principal 6rgano linfoide
secundario al cual se puede tener acceso con facilidad y frecuentemente son
utilizadas como fuente de un gran numero de células. Las células
mononucleares son aisladas por fragmentacion del tejido amigdalino y
posteriormente son purificadas en un gradiente de densidad con Ficoll-
Hypaque. Como en todo 6rgano linfoide secundario los linfocitos T y B son
segregados en diferentes compartimentos anatémicos; los linfocitos B se
agrupan en pequefas estructuras llamadas foliculos, localizadas en la periferia
0 corteza del organo linfoide. Una vez que los linfocitos B presentes en el
foliculo han sido expuestos a un antigeno, este foliculo desarrollara una region

central llamada Centro Germinal (CG), cuya principal funcién es la produccién



de anticuerpos. Los linfocitos T se localizan en zonas mas periféricas pero
adyacentes a los foliculos, en la llamada paracorteza en donde hay una gran
cantidad de células dendriticas que le presentan antigenos a los linfocitos T.
Esta localizacion depende principalmente de la expresion de los receptores
para quimiocinas CXCR5 y CCR7 (26). Las células linfoides (linfocitos T CD4+,
linfocitos T CD8+ y linfocitos B) en el tejido amigdalino se encuentran en
estrecho contacto con una gran variedad de células dendriticas que forman
parte del epitelio escamoso de la amigdala. Nosotros medimos la frecuencia de
linfocitos T CD3+ (18 £ 2.49), linfocitos T CD4+ (73.9 + 8.3), linfocitos T CD8+
(14.7 £ 5.2) y linfocitos B totales (32.9 £ 11.3). El radio CD4:CD8 fue de 5.02, 3
veces mas alto de lo observado tradicionalmente en sangre periférica. Aunque
las amigdalas palatinas son una fuente rica de células del sistema inmune,
también hay una gran cantidad de tejido conectivo que dificulta su
recuperacion. Sin embargo, la frecuencia de linfocitos T CD3+ es semejante a
la informada por otros autores, siendo el radio CD4:CD8 superior al observado
en sangre periférica. Una posible explicacién para este fendmeno es que una
vez que un linfocito T CD4+ reconoce un antigeno presentado por una célula
dendritica, este regula positivamente la expresion del receptor para
quimiocinas CXCR5 y puede migrar al foliculo en donde se localizan los
linfocitos B. Una vez juntas estas 2 células (linfocitos T CD4+ y linfocito B), van
a interaccionar, haciendo que el linfocito T CD4+ madure y se diferencie en una
célula T cooperadora folicular (follicular helper T cell, Tey cell). En este estadio
el linfocito B ya es apto para reconocer antigenos presentados por las células
dendriticas foliculares, por lo que podra migrar a la periferia en donde se

diferenciara en un plasmablasto extrafolicular y dara origen a los linfocitos B de



memoria, para después regresar al foliculo, incrementar su proliferaciéon y
formar el CG (27, 28). Es por esta razén que la presencia de un gran numero
de linfocitos T CD4+ en la amigdala palatina es fundamental para el adecuado

desarrollo, diferenciacion de los linfocitos B y produccion de anticuerpos.

Desde el punto de vista inmunoldgico la exposicién a patdégenos o a vacunas
induce memoria inmunoldgica lo cual tiene como finalidad reducir la morbilidad
del individuo. La memoria inmunolégica se caracteriza por cambios en el
numero Yy distribucion de los linfocitos con la finalidad de proveer de mejor
proteccion en contra de los patdégenos. A nivel celular los cambios asociados a
la memoria inmunolégica depende de cambios epigenéticos en los linfocitos B
y los linfocitos T para permitir una respuesta efectora mucho mas rapida y
eficiente. La memoria inmunoldgica en las células B es mediada por dos
poblaciones principales: las células plasmaticas, responsables de la produccién
de anticuerpos (memoria efectora) y las células B de memoria (memoria
central), las cuales funcionan como precursoras de las células plasmaticas (29,
30). Los linfocitos B son producidos por la médula 6sea a lo largo de la vida. Su
desarrollo tiene 2 fases que se presentan en diferentes sitios: 1) la
diferenciacion de un precursor de linfocito B en un linfocito B virgen maduro a
partir de una célula hematopoyética, que tiene lugar en la médula ésea; y 2) la
maduracién de estas células en células de memoria/efectoras en los érganos
linfoides secundarios (31, 32). Los linfocitos B maduros con receptor de células
B (BCR) funcional dejan la médula 6sea, llegan a la circulacién periférica y
recirculan entre los diferentes tejidos linfoides para morir en unos pocos dias.

Aquéllos linfocitos B virgenes que reconozcan un antigeno en un o6rgano



linfoide secundario iniciaran el desarrollo del CG en colaboracion con los
linfocitos T CD4+ gy (28, 33). Después de varios “rounds” de proliferacion
antigeno-especifica estas células B generan linfocitos B de memoria y células
B efectoras 6 plasmablastos. Los plasmablastos se establecen en 6rganos
linfoides secundarios y terminan su diferenciacion en células plasmaticas

secretoras de anticuerpos (34).

En nuestro trabajo utilizamos los marcadores de superficie CD19, CD38, IgD y
HLA-DR para clasificar a los linfocitos B en multiples subpoblaciones de
memoria llamadas Bm1-5: células virgenes (Bm1: IgD+CD38-); células
virgenes activadas (Bmz2: IgD+CD38+); células pre-GC (Bm2; IgD+CD38++);
células GC (Bm3-centroblastos y Bm4-centrocitos, ambas son IgD-CD38++); y
células de memoria (Bm5: IgD-CD38+/-) (32, 35). La principal funcion de estas
poblaciones de linfocitos B de memoria es la produccion de anticuerpos
antigeno-especificos de alta afinidad asi como su capacidad para responder a
una segunda exposicion antigénica con mayor rapidez. Tanto linfocitos B
virgenes como de memoria pueden circular en sangre periférica, sin embargo;
la mayor parte de los linfocitos B de memoria permanecen en el epitelio de la

zona marginal del bazo y las amigdalas palatinas (36).

El desarrollo de memoria inmunoldgica para los linfocitos T es muy semejante
al de los linfocitos B, comienza cuando el receptor del linfocito T (TCR)
reconoce un complejo antigeno-MHC (Major Histocompatibility Complex)
presente en una células presentadora de antigeno en 6érgano linfoide

secundario (37, 38). Multiples senales indicadas por el TCR y moléculas



coestimuladoras favorecen la activacién y diferenciacion del linfocito T en una
célula efectora. El numero de linfocitos T efectores alcanza su maximo en 7
dias aproximadamente y después mueren el 90% durante la fase de
contraccién inmunolégica. En esta fase de contraccion solo sobreviven los
linfocitos T de memoria (39). Los linfocitos T de memoria son heterogéneos y
se han descrito al menos 4 subpoblaciones principales en base al perfil de
expresion de los marcadores CD45RA, CD62L y CCRY: linfocitos T virgenes
(CD45RA+CD62L+), linfocitos T de memoria central Tcy (CD45RA-CD62L+),
linfocitos T de memoria efector (Tem) (CD45RA-CD62L-) y linfocitos T de
memoria efector que expresa CD45RA (Temra) (CD45RA+CD62L-). Los
linfocitos T de memoria efector expresan el receptor CCR7 que les permiten
migrar a otros tejidos durante la respuesta inmune inflamatoria y expresan
citocinas como IFN-y, IL-4 e IL-5 asi como grandes cantidades de perforina
(29). Los linfocitos Tcm no producen citocinas pero tienen una gran capacidad
proliferativa, expresan CCR7 y CD62L por lo que también pueden migrar a
otros tejidos. Algunos linfocitos Tegmra, también expresan perforina pero su
capacidad para proliferar es todavia mas limitada, de hecho se ha propuesto
qgue esta subpoblacién se produce en respuesta a la proliferacién homeostatica
mas que a la proliferacion mediada por estimulacion antigénica (40). En este
trabajo identificamos las 4 poblaciones de linfocitos T de memoria en tejido
amigdalino. Los linfocitos Tcu predominan en el compartimento CD4+ mientras
que los linfocitos T virgenes predominan en el compartimento CD8+. Linfocitos
T CD4+ y CD8+ desempenan funciones distintas en los érganos linfoides

secundarios por lo que esta puede ser una de las razones que explique el por



qué identificamos un porcentaje distinto de células de memoria entre ambas

poblaciones de linfocitos T.

A continuacién nos propusimos evaluar la capacidad funcional de los linfocitos
T CD4+ y CD8+ mediante 2 ensayos funcionales. Primero medimos la
frecuencia de linfocitos T CD4+ antigeno-especificos, y posteriormente
evaluamos la capacidad citotéxica de los linfocitos T CD8+. CD154 es un
marcador de activacion, que se expresa transitoriamente en la superficie de los
linfocitos T CD4+ que han sido activados via TCR (41). El analisis de este
marcador nos permite identificar una subpoblacién de linfocitos T CD4+
antigeno-especificos aun y cuando su capacidad para producir citocinas sea
limitada. Este ensayo solo ha sido realizado en células mononucleadas de
sangre periférica por lo que esta es la primera vez que intencionadamente se
utiliza para medir la frecuencia de linfocitos T CD4+ antigeno-especificos en
tejido amigdalino. Nuestros resultados mostraron que el 5.3% de los linfocitos T
CD4+ expresan CD154 de manera espontanea y el 9.8% después de 4 horas
de estimulacién del TCR con SEB. La medicion de la expresién de CD154 en la
superficie del linfocito T CD4+ es realmente confiable cuando se compara con
la medicién de la expresion de otros marcadores de activacién tales como
CD69 debido a que la expresion de este ultimo marcador puede verse
influenciada por las citocinas presentes en el medio de cultivo fendmeno que
no se presenta al medir CD154. Este ensayo realizado en CMNP demuestra
que de manera basal el 5.3% los linfocitos T CD4+ expresan CD154 y este
porcentaje se incrementa después de la estimulacion. La expresion de CD154

en el linfocito Ty es importante ya que favorece el desarrollo de los centros



germinales y la produccion de distintos isotipos de anticuerpos por los linfocitos
B (42, 43). Se ha propuesto que los linfocitos T CD4+ en el centro germinal
migran a la zona parafolicular para estar en estrecho contacto con los linfocitos
B. La interaccion dependiente de CD154 que se presenta entre los linfocitos T
y B estimula la proliferacion inicial de los linfocitos B favoreciendo su posterior
diferenciacion en plasmablastos y células plasmaticas productoras de
anticuerpos (43). Consideramos que con este tipo de ensayo se pueden
identificar linfocitos T CD4+ que cooperan con los linfocitos B para la adecuada
produccion de anticuerpos asi como linfocitos T CD4+ antigeno-especificos.
Esta informacién es relevante ya que las CMNP pueden ser utilizadas para otro

tipo de ensayos funcionales que evaluen la respuesta inmune adaptativa.

Otra de las poblaciones de linfocitos T que participan directamente en la
respuesta inmune adaptativa son los linfocitos T CD8+. Los linfocitos T CD8+
tienen 2 funciones principales una vez que han reconocido un antigeno
especifico: produccion de factores solubles (citocinas y quimiocinas) y mediar
la muerte de la células blanco (células infectadas o transformadas). Los
linfocitos T citotdxicos eliminan a las células blanco mediante 2 vias principales:
dependiente de granulos (perforina y granzimas) e independiente de granulos
(Fas-Fas ligando) (44). La via dependiente de granulos no requiere la sintesis
de novo de las proteinas efectoras ya que estas se encuentran almacenadas
en granulos liticos localizados en el citoplasma (44). Los granulos liticos son
lisosomas complejos que expresan en la membrana algunas glicoproteinas
tales como CD107a (LAMP-1), CD107b (LAMP-2) y CD63 (LAMP-3). Estas

proteinas no se expresan normalmente en la superficie de los linfocitos T



CD8+, sin embargo, si se pueden identificar mediante citometria de flujo
cuando los linfocitos son estimulados con ionomicina (45). Una vez que el
linfocito T CD8+ ha sido activado y los granulos liticos alcanzan la membrana
plasmatica para fusionarse con ella y liberar su contenido, se puede medir
transitoriamente la expresiéon de CD107a y b. En este ensayo de degranulacién
identificamos que 30 minutos después de la estimulacion de las CMNP los
linfocitos T CD8+ expresaron CD107a/b alcanzando un maximo a las 4 hrs. La
expresion de estas moléculas en la membrana plasmatica de los linfocitos T
CD8+ mostrdé una relacion inversa con la expresion de perforina intracelular,
esto es, a mayor expresion de CD107a/b en la superficie, menor la expresiéon
de perforina intracelular. Estos resultados demuestran claramente que los
linfocitos T CD8+ de la amigdala palatina son funcionales ya que responden a
la activacion in vitro y tienen una adecuada capacidad de degranulacion, y por

lo tanto, de eliminar células infectadas por patégenos o células transformadas.

Por ultimo estudiamos a las CDs presentes en el tejido amigdalino. Las CDs se
encuentran en practicamente todas las areas del cuerpo como piel, faringe,
esofago superior, vagina, y también en las superficies mucosas tales como la
via aérea superior y el sistema digestivo (46). Participan directamente en la
respuesta inmune adaptativa, ya que su principal funcién es la presentacién de
antigenos a los linfocitos T (47). Una vez que una CDs ha reconocido un
antigeno, incrementa la expresién de algunos marcadores de activacion como
CD40, CD80, CD83 y CD86, ademas de que produce citocinas como IL-12 (48,

49).



En este trabajo primero estudiamos 2 distintas poblaciones de CDs, las CDs
mieloides (mDC) (CD11c+) y las CDs plasmocitoides (pDC) (CD123+) y
posteriormente evaluamos su estado de activacion en base a la expresion de
los marcadores CD40, CD80, CD83 y CD86. Nuestros resultados demuestran
que en tejido amigdalino hay 1.39% de mDC y 0.19% pDC. Las mDC son
células que producen IL-12 e IFN-y en respuesta a estimulos microbianos y por
lo tanto favorecen el desarrollo de una respuesta inmune de tipo TH1 mientras
que las pDC son células que producen IFN-a, B y w en respuesta a infecciones
de origen viral. Ambos tipos de CDs median resistencia a las infecciones una
vez que han internalizado a un patdégeno (bacteria o virus); las CDs se activan,
maduran y presentan antigenos a los linfocitos T para iniciar la respuesta
inmune adaptativa. Nosotros identificamos mayor expresion de marcadores de
activacién en la subpoblacion de CDs plasmocitoides. Es posible que este
resultado sea consecuencia de la mayor frecuencia de infecciones de vias
aéreas superiores de origen viral presentes durante la infancia. Desconocemos
si un perfil de activacion distinto puede identificarse en amigdalas no

hipertroficas o sin antecedentes de faringoamigdalitis de repeticion.

En este estudio demostramos que los linfocitos T y las CDs en el tejido
amigdalino son funcionales a pesar de haber cambios microscopicos
especificos en las criptas amigdalinas producto de una amigdalitis cronica por
cuadros de faringoamigdalitis de repeticion. Esto hizo que se revaluara nuestra
posicidn expresada en la hipotesis, en donde se presumia que debido a una
inadecuada estimulacion antigénica por los cambios crénicos ya descritos, la

funcionalidad de las células estudiadas se podria ver alterada. Los resultados



obtenidos son de suma importancia, puesto que no hay estudios previos que
demuestren objetivamente dicho estado funcional de los linfocitos T y CDs en
un érgano linfoide secundario tan rico como las amigdalas. Esto por tanto nos
lleva a tener que ser estrictos y objetivos al evaluar a los pacientes candidatos
a una amigdalectomia, sugiriendo completar un protocolo de estudio detallado
para considerar a un paciente como candidato quirdrgico. Existen criterios
clinicos especificos, ademas de que se busca evitar comorbilidades a largo
plazo, para pacientes que si son candidatos y necesitan de un tratamiento
quirurgico para mejorar su nivel de vida. Para estos casos el retiro de un tejido
inmunoldégicamente activo y funcional no implica que se condenara al paciente
a un estado de inmunodeficiencia crénica, puesto que existen otros centros
inmunoldgicos en otros niveles del cuerpo que son lo suficientemente capaces
para soportar los embates antigénicos y que pueden proveer de una respuesta

inmune adecuada y suficiente.



VII. CONCLUSIONES

Los linfocitos T y células dendriticas son funcionales en el tejido amigdalino a
pesar de existir una estimulacion cronica secundaria a cuadros de
faringoamigdalitis de repeticion. Es necesario estudiar y justificar de forma mas

estricta quienes son los pacientes candidatos a una amigdalectomia.
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