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Resumen 

Introducción: Las espondiloartritis (SpA), compone un grupo de enfermedades 

reumáticas inflamatorias crónicas que comparten características genéticas y 

clínicas. La prevalencia de estas enfermedades a nivel mundial es de 1.6%, y de 

0.6% en México. La etiopatogénesis de las SpA es poco conocida, sin embargo, 

existen múltiples antecedentes que señalan la relación de las SpA con infecciones 

bacterianas. Se ha reportado que hasta un 60% de los pacientes con SpA presentan 

inflamación intestinal subclínica, lo cual podría ser uno de los factores 

fisiopatológicos más importantes de la enfermedad. En el intestino las interacciones 

entre el microbiota y el sistema inmunológico de los pacientes pueden conducir a la 

alteración de la barrera intestinal, activación y migración de anormal de células 

inmunes innatas como las células T residentes del intestino, las cuales podrían 

depositarse en las articulaciones de los pacientes con SpA. Es probable que, 

considerando la relación con infecciones previas, estas células tengan un fenotipo 

de memoria que explique su respuesta inflamatoria. 

Es por esto que, este estudio evaluó la frecuencia de células T y su fenotipo 

proinflamatorio en muestras de sangre de pacientes con SpA. 

Metodología: Se recolectaron muestras de 3 pacientes con SpA clasificados con los 

criterios ASAS, que fueron atendidos en el Hospital General de México (HGM) y que 

cumplieron con los criterios de inclusión. Mediante citometría espectral, se 

analizaron frecuencia y fenotipo de células T, Thi, Tlow, T CD27+, T CD27-

,T CD161+, T CD45RO+, T + en tres condiciones, tinción total a las 4 

horas posterior a la recolección de la muestra, tinción total a las 24 horas incubada 

a 37°C, y una tinción total de la muestra estimulada con LPS a las 4 horas posterior 

a la recolección e incubada 24 horas a 37°C. 

Resultados: Las células T está aumentadas en pacientes con SpA en 

comparación con los controles (P=0.0173), se encontraron diferencias significativas 

en la frecuencia de células T CD27- en pacientes a diferencia de los controles 

(P=0.0063), al igual que la frecuencia de las células T CD27- + en pacientes 
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a diferencia de controles (P=0.0187). Por otra parte, se encontraron diferencias 

significativas en las células T IL17+ en pacientes (P=0.0205). 

 Conclusiones: Se encontró una frecuencia elevada de las células T en pacientes 

a diferencia de los controles, además, una frecuencia elevada de las células T 

negativas al marcador CD27, lo que indica un fenotipo proinflamtorio productor de 

IL17. Finalmente, se encontró que las células T CD27- son mayormente positivas 

a la integrina . 
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Introducción   

La espondiloartritis (SpA) compone a un grupo de enfermedades reumáticas 

inflamatorias crónicas que comparten características genéticas, como una 

frecuencia elevada en la presencia del antígeno leucocitario HLA-B27, o clínicas 

como la sacroilitis observada en radiografías y resonancias magnéticas (Overview 

of the Clinical Manifestations and Classification of Spondyloarthritis - UpToDate, 

2023). Algunas de las manifestaciones clínicas son: dolor lumbar, entesitis 

(infamación de las entesis, las zonas donde los tendones o ligamentos se insertan 

en el hueso), tendinitis (inflamación del tendón), dactilitis (inflamación de los dedos) 

(de Winter et al., 2016). Entre otras manifestaciones extraarticulares, se encuentran: 

uveítis, inflamación intestinal, psoriasis, y una asociación a trastornos infecciosos 

anteriores o en curso (Kiwalkar et al., 2019). 

La familia de las SpA se compone por la espondilitis anquilosante (EA) o 

espondiloartritis axial radiográfica (r-axSpA), espondiloartritis axial no radiográfica 

(nr-axSpA), la espondiloartritis periférica (pSpA), artritis psoriásica (PsA), artritis 

asociada a enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reactiva (ReA) y un subgrupo 

de artritis idiopática juvenil (JIA) (Dougados & Baeten, 2011; T Yu David and van 

Tubergen Astrid, 2023). Actualmente se clasifican en axial (axSpA) y periférica 

(pSpA)  (López-Medina et al., 2021). 

La prevalencia reportada a nivel mundial para las SpA es del 1.6 %, mientras que la 

de la EA es del 0,24 % en Europa, 0,31% en América del Norte (Picchianti-Diamanti 

et al., 2020), y del 0.6% en México (Peláez-Ballestas et al., 2011; Peláez-Ballestas 

et al., 2013). La prevalencia de los diferentes síntomas en la población mexicana es 

altamente variable, va del 1 al 25% para sacroilitis y del 3 al 30% para afección 

periférica (Peláez-Ballestas et al., 2011). 

 

Etiopatogenia de la SpA 

El mecanismo que rige a la patogénesis de las SpA no es completamente claro, sin 

embargo, existen avances en el análisis sobre el inicio de la enfermedad, asociando 

complejas interacciones ambientales, inmunológicas y genéticas (Mohammadi et 

al., 2018). De este modo, se ha descrito que los factores genéticos son 
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determinantes en la susceptibilidad de las SpA, el alelo HLA-B27 ha sido 

considerado como uno de los más importantes (Schlosstein et al., 1973), 

representando hasta un 90% de positividad en pacientes con EA. Además, se 

encuentran más de 100 subtipos de HLA-B27 los cuales se diferencian por unos 

pocos residuos de aminoácidos, siendo B*2705 y B*2702 los subtipos más comunes 

a nivel mundial (Bowness, 2015), asimismo, el subtipo B*2705 se han encontrado 

particularmente en pacientes con EA (Bowness, 2015). 

Por otra parte, con estudios de asociaciones con el genoma completo (GWAS) se 

han reportado más de 40 genes asociados con las SpA (Cortes et al., 2013), como 

ERAP-1 altamente frecuente en pacientes con EA HLA-B27+ (Evans et al., 2011). 

Se han identificado otros genes implicados en respuestas inmunes de tipo 17 (IL-

17A/IL-23) mantenidas por IL-23. En este sentido, se ha demostrado la presencia 

de niveles elevados de IL-23 e IL-17 en pacientes con EA (Chen et al., 2012). Otros 

polimorfismos importantes asociados han sido eomes, runx3, tbx21 y card 9 (Cortes 

et al., 2013). 

Relación de la SpA con infecciones 

 La relación de infecciones bacterianas en la inducción y progresión de múltiples 

trastornos inflamatorios incluidas las SpA no es clara. Se ha reportado la prevalencia 

de signos y síntomas de infecciones directamente relacionada con la actividad de la 

enfermedad en pacientes que desarrollaron SpA (Martínez et al., 2004). Algunos 

estudios reportan la relación entre infecciones bacterianas y su asociación con las 

SpA (AC et al., 1978;Haller-Schober & El-Shabrawi, 2002), demostrando la 

existencia de ADN bacteriano en análisis de líquido sinovial, encontrando niveles 

altos para anticuerpos séricos contra algunas bacterias identificadas como 

Salmonella, Campylobacter, Shigella, Yersinia y Klebsiella (Pacheco-Tena et al., 

2001). Además, se identificó que más del 90% de pacientes con EA presentaban 

anticuerpos IgG en suero y liquido sinovial para Salmonella, Campylobacter, 

Shigella, Yersinia y Klebsiella (Domínguez-López et al., 2002; Pacheco-Tena et al., 

2001).  
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En este sentido, la fisiopatología de la ReA demuestra un acercamiento de las SpA 

con el microbioma pues está relacionada con infecciones gastrointestinales 

provocadas por Salmonella, Campylobacter, Shigella, Yersinia y Klebsiella, o 

infecciones por Chlamydia tracomatis; se ha observado que aproximadamente el 

20% de pacientes con ReA desarrollan EA en un plazo de 10 a 20 años (Granfors 

et al., 1990;Keat et al., 1978). Así mismo, en análisis de biopsias de articulaciones 

de pacientes con ReA se han detectado productos bacterianos de infecciones 

previas (Merilahti-Palo et al., 1991).  

Recientemente se han realizado cuantificaciones directas del microbiota intestinal 

de pacientes con SpA y controles sanos a través de heces o biopsias intestinales 

permitiendo una caracterización de la asociación con bacterias, demostrando así la 

relación de las SpA con el microbioma (Breban et al., 2019). 

Vías inflamatorias relacionadas con la SpA 

Dentro del estudio de las SpA, se han identificado en los pacientes sitios de 

inflamación específicos como en el intestino la enfermedad inflamatoria intestinal 

(EII), en la piel la psoriariasis (PsA) y en articulaciones la EA (Rudwaleit, Heijde, et 

al., 2009). En estos sitios de inflamación localizados, se han reportado un grupo 

característico de células TCD4+ productoras de IL-17A, IL-22 y factor de necrosis 

tumoral (TNF) denominadas Th17 las cuales contribuyen al desarrollo de 

enfermedades inflamatorias, incluyendo las SpA (Tesmer et al., 2008).  

De esta manera, en investigaciones más centradas en las SpA se ha sugerido una 

asociación fisiopatológica de las Th17 al producir IL-17A e IL-22 en EII, PsA y EA 

(Cho, 2008).  

Además de las células Th17 implicadas en la respuesta inflamatoria en las SpA, se 

conocen otros grupos de células innatas productoras de IL-17 e IL-22 conocidas 

como células linfoides innatas tipo 3 (ILC3) (Gaston & Jadon, 2017)y Tγδ (Kenna et 

al., 20121;Santori et al., 2015;Wiarda & Loving, 2022). Estos subconjuntos de 

células son propios de las mucosas intestinales, y se han reconocido en mayor 

cantidad en pacientes con EA. La forma más severa de las SpA (Ciccia et al., 2015). 

Sin embargo, se han observado a estas poblaciones celulares en lugares distintos 
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al intestino como en la medula ósea y el líquido sinovial de pacientes con SpA, en 

esto sitios expresan marcadores de superficie particulares de intestino, por lo que 

se ha sugerido migración celular (Longman et al., 2014) desde este sitio.  

En función de las investigaciones en pacientes con SpA, se ha planteado un vínculo 

entre la presencia de la inflamación articular e inflamación de mucosas (intestino y 

piel), y con ello la propuesta sobre el eje intestino- piel- articulación (Bernal-Alferes 

et al., 2021;Brakenhoff et al., 2010). Dentro del eje intestino-articulación, se 

encuentra el sitio de entesis (inserción entre ligamento y tendones en el hueso), está 

zona es un distintivo clínico con mayor afección e inflamación en pacientes con EA 

(Sherlock et al., 2012).  

El conocimiento sobre las poblaciones celulares residentes de las zonas de entesis 

aún no se ha identificado claramente; Sherlock en 2012, realizó un análisis de 

linfocitos T residentes de la entesis en un modelo múrido de SpA, describió una 

población CD3+ CD4- CD8- RORɣt+IL-23+ secretoras de altas cantidades de IL-17 

e IL-22, sugiriendo la amplia participación de una población de linfocitos T positivos 

al factor de transcripción RORɣt en la SpA (Sherlock et al., 2012). En este sentido, 

Reinhardt y colaboradores en 2016, observaron una población celular que se 

ajustaba al fenotipo determinado por Sherlock en 2012, siendo células productoras 

de IL-17 en un modelo murino de SpA, demostraron que células T γδ dependientes 

de IL-23 son importantes secretoras de IL-17 en las entesis durante la SpA 

(Reinhardt et al., 2016), estos estudios nos proporcionan un importante avance en 

el conocimiento de los grupos celulares responsables de  la fisiopatología de la SpA 

donde el origen de la misma aún no es conocido claramente.    

Relación de la inflamación intestinal SpA  

El vínculo entre la SpA y la inflamación intestinal se ha determinado a través de 

estudios donde se ha reportado que alrededor del 60% de los pacientes con SpA 

presentan inflamación intestinal subclínica y solo el 10% desarrolla algún tipo de EII 

(Picchianti-Diamanti et al., 2020), incluyendo síntomas como la pérdida de peso, 

diarrea, dolor abdominal y fiebre, manifestándose en un pico de incidencia entre los 

20 y 40 y entre los 50 y 60 años (C Abraham, 2009). Asimismo, se ha demostrado 
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un aumento de la permeabilidad intestinal en pacientes con SpA, permitiendo el 

paso a múltiples bacterias y péptidos microbianos que pueden desencadenar una 

respuesta inmunológica (Martínez-González et al., 1994). Dentro del estudio de la 

alteración del microbioma en pacientes con SpA en comparación con controles, se 

ha encontrado una amplia diversidad y composición, lo que sugiere que no se trata 

de un conjunto en particular de microbios, si no una perturbación al microambiente 

relacionado con la inflamación (Gill & Rosenbaum, 2021; van de Sande & Elewaut, 

2023).  

Por otra parte, la prevalencia de afectación articular en pacientes con EII ha sido 

desde un 16% hasta un 33% (Brakenhoff et al., 2010). En relación con estas 

manifestaciones clínicas presentes en los pacientes con SpA, se han buscado 

moléculas marcadoras donde se identifique el eje intestino-articulación (Ciccia et 

al., 2015), como se ha observado en poblaciones de linfocitos T que expresan 

integrinas clave precedentes a la inflamación intestinal (Do et al., 2017). 

Las integrinas, son de gran importancia en la homeostasis intestinal y en el 

reclutamiento de células inmunes en condiciones patológicas (Kempster & Kaser, 

2014). Comprenden una familia de 24 receptores hetero dinámicos, caracterizados 

por una subunidad α y otra β. Dentro de las integrinas más relevantes de 

comportamiento adhesivo al endotelio son miembro de la familia β2, así como las 

integrinas α4β1 y α4β7 (Carman & Springer, 2003). La integrina α4β7 característica 

del epitelio intestinal, cumple una de las funciones específicas para el reclutamiento 

de células T a la mucosa intestinal interaccionando con su ligando MAdCAM-

1(Kempster & Kaser, 2014). Se ha observado la expresión de cantidades elevadas 

de la integrina α4β7 en linfocitos T aislados de tejido sinovial de pacientes con SpA 

(Jacques and Elewaut, 2008), lo que permite posicionarlo como un marcador de 

expresión importante en la transmigración celular en pacientes con SpA, al ser 

reconocida en el tráfico celular en el eje intestino-articulación (Ciccia et al., 2015;Del 

Vescovo et al., 2023;Qaiyum et al., 2019).  
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Células T γδ 

Son un subconjunto de linfocitos T que se distinguen por receptor con cadenas 

gamma (γ) y delta (δ), a diferencia de los linfocitos comunes T CD4 y T CD8 

portadores de receptores con cadenas alfa (α) y beta (β) (Vantourout & Hayday, 

2013). Pertenecientes a la primera línea de defensa contra patógenos debido su 

rápida respuesta a señales de su TCR independiente del MHC y a señales de 

reconocimiento de patrones como TLRs (Vantourout & Hayday, 2013;Wesch et al., 

2011).  

Comprenden tan solo entre el 1% y el 3.5% del total de los linfocitos T circulantes 

en los seres humanos, cabe destacar que las células T γδ representan alrededor 

del 60 % en tejidos deciduales, el 58% en mucosa intestinal y el 15 % de células T 

en piel(Karunathilaka et al., 2022). La clasificación que se tiene en las células γδ 

son basadas en su cadena δ. Las Vδ1 son predominantes en epitelios y mucosas, 

las Vδ2 son las más abundantes en circulación con aproximadamente del 50 al 90% 

de las células Tγδ en la circulación (Karunathilaka et al., 2022), y por ultimo las Vδ3 

siendo las más escasas y presentes en personas con infecciones o cáncer(Wu et 

al., 2014).  La gran mayoría de las células Tγδ circulantes en humanos expresan un 

heterodímero de TCR compuesto por cadenas Vγ9 y Vδ2 que reconocen 

directamente ligandos no peptídicos sin presentación mediante moléculas de 

histocompatibilidad (MHC) (Dieli et al., 2003a). 

Son poseedoras de importantes características adaptativas e innatas, siendo una 

interfaz entre estos dos sistemas (Comeau et al., 2020). En estudios recientes, se 

ha observado que las células T pueden estar implicadas en la inmunidad 

adaptativa, a través de una combinación entre receptores tipo Toll (TLR) y 

receptores asesinos naturales (NKR) que les permite el reconocimiento de 

antígenos bacterianos, virales y parasitarios, y en consecuencia expresar una 

respuesta mediadora a estos ataques (Kazen & Adams, 2011). 

Por otra parte, se ha descrito que las células Tγδ tienen la capacidad de secretar 

citocinas como la IL-17A sin requerir a la IL-23  para su secreción inicial, pero si 

para mantener su producción (Ness-Schwickerath et al., 2010), lo que permite una 
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rápida activación y reclutamiento de otro tipo de células como Th1, Th2, células NK, 

células B, macrófagos, eosinófilos y basófilos, lo que en conjunto es crucial para la 

eliminación de patógenos (Do et al., 2017; Giacomelli et al., 1994).  

Se ha demostrado que las células Tγδ productoras de IL-17 se encuentran en 

niveles elevados tanto en circulación como en tejidos intestinales cuando se 

exponen a entornos inflamatorios, como se ha visto en la EII (Do et al., 

2017;Giacomelli et al., 1994). Dentro de las enfermedades inflamatorias donde las 

células T γδ son importantes mediadoras se encuentran la PsA y artritis inflamatoria  

(Bernal-Alferes et al., 2023). En las investigaciones reportadas acerca del vínculo 

entre las SpA y las células Tγδ han relacionado al eje intestino-piel -articulación, al 

encontrar aumento en la frecuencia de células Tγδ productoras de IL-17 en sangre 

periférica y liquido sinovial de pacientes con ReA y JIA (Kessel et al., 

2017;Chowdhury et al., 2017). En este sentido, se ha planteado que las células Tγδ 

periféricas al ser activadas pueden migrar y acumularse en las articulaciones 

induciendo síntomas relacionados con la SpA (De Winter et al., 2019). 

Particularmente, con experimentos de nuestro grupo de trabajo se observó un 

conjunto de células Tγδ positivas para la integrina α4β7 (indicadora de activación 

intestinal) en la sangre periférica de pacientes con SpA. Estas células mostraron 

una mayor expresión de los receptores tipo Toll (TLR) 2 y TLR 4 en comparación de 

las células negativas para la integrina (Romero-López et al., 2020) lo que permite 

suponer que las células Tγδ pueden ser diferenciadas, activadas en el intestino y 

migrar a sitios extra-intestinales donde, con la producción de IL-17 e IL-22 pueden 

ser responsables de enfermedades inflamatorias como las SpA.  

Debido la relación de infecciones con la SpA y a que se ha reportado recientemente 

la existencia de un fenómeno de “memoria inmune innata” o “entrenamiento inmune” 

(Netea et al., 2016;Placek et al., 2019), es probable que las células Tγδ de estos 

pacientes sean “entrenadas” durante las infecciones, lo que explicaría su fenotipo 

activado y pro-inflamatorio durante la enfermedad. 
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Participación de las células T γδ la memoria inmune innata  

La memoria inmunológica, es un proceso que nos proporciona protección contra 

patógenos a los cuales ya hemos sido expuestos anteriormente, y está presente 

principalmente en la respuesta adaptativa a través de células T y B de memoria, 

que proporcionan señales diferentes a las de sus contrapartes efectoras y proliferar 

más rápido en respuesta a la exposición al antígeno(Lauvau & Soudja, 2015). 

Hasta hace algunos años se creía que la memoria inmunológica estaba restringida 

a la memoria adaptativa, estudios recientes reportan acercamientos sobre una 

“inmunidad entrenada” proporcionada por el sistema inmune innato, como una 

forma de adaptación de los mecanismos de defensa innatos del huésped (Divangahi 

et al., 2021). Después de exposición a agentes infecciosos particulares, la 

inmunidad entrenada puede generar una respuesta mayor y más rápida contra un 

desafío secundario con patógenos homólogos o incluso heterólogos, mejorando su 

respuesta frente a una infección por patógeno independiente de las células T ó B 

del sistema inmune adaptativo(Netea et al., 2011). Gracias al descubrimiento de los 

receptores de reconocimiento de patrón (PRR) como los son los receptores tipo Toll 

(TLR), receptores de lectina tipo C y a los receptores similares a los tipo NOD (NLR) 

se ha cambiado el panorama sobre la especificidad nula que se conocía de la 

inmunidad innata(Netea, 2013). Asimismo, en estudios recientes han identificado 

poblaciones celulares innatas que presentan características de memoria: 

neutrófilos, macrófagos, células NK y linfocitos Tγδ (Bowdish et al., 2007; Netea, 

2013; Netea et al., 2016;Vivier et al., 2011). 

Las células Tγδ al tener la capacidad para expresar NKR y TLR, aunque 

representan una frecuencia reducida tienen una respuesta rápida generando una 

respuesta proinflamatoria y posteriormente une de manera única a la inmunidad 

innata y adaptativa (Carman & Springer, 2003). Además, se ha revelado que las 

células Tγδ al someterse a una reprogramación funcional después de la exposición 

a componentes microbianos como el lipopolisacárido (LPS) pueden sobre expresar 

TLR4 siendo su activador principal(Netea et al., 2016). 
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Actualmente, se han reportado subconjuntos de células Tγδ que podrían reactivarse 

en una segunda exposición a un antígeno como lo hacen los linfocitos T 

convencionales de memoria(Comeau et al., 2020). Estas células Tγδ expresan 

características de las células de memoria para responder con mayor fuerza y una 

proliferación de mayor medida tras una infección secundaria (Comeau et al., 2020). 

Por lo tanto, el estudio de esta de esta población celular y su relación con la memoria 

inmunológica remonta las primeras investigaciones, donde observaron la respuesta 

de las células Tγδ frente a una infección por M. tuberculosis en células 

mononucleares de sangre periférica (PBMC) de sujetos que habían recibido una 

vacuna con bacilo de Calmette- Guérin (BCG) y sujetos no vacunados (Hoft et al., 

1998), revelando una proliferación y expansión mayor tras una reexposición y 

experiencia previa con el antígeno. 

Asimismo, se realizó un análisis donde se exponen características de memoria en 

células Tγδ en PBMC de pacientes con infección por citomegalovirus humano 

(CMV) positivo y con pacientes con CMV negativo, revelando cambios en expresión 

de un subconjunto de células Tγδ a través de citometría de flujo y la expresión de 

los marcadores CD45RA-CD45RO (Pitard et al., 2008). 

Se han utilizado múltiples herramientas para el estudio y el reconocimiento de la 

funcionalidad precisa de las células Tγδ, una de las más utilizadas en estudios 

recientes ha sido la citometría de flujo multiparamétrica, herramienta con la cual se 

han identificado con mayor precisión subconjuntos de células Tγδ que expresan 

fenotipos de memoria (Fergusson et al., 2014; Odaira et al., 2016). A través, de 

múltiples marcadores de reconocimiento celular utilizados en la citometría de flujo 

multiparamétrica se han identificado células Tγδ con fenotipos de memoria, tal es el 

caso de un receptor de membrana similar a lectina tipo c, CD161, siendo expresado 

en niveles elevados por células NK y células Tγδ, y se asocia con la producción de 

IL-17 mejorada, y una mayor transmigración endotelial (Dieli et al., 2003ª; 

Fergusson et al., 2014; Karunathilaka et al., 2022). En este sentido se han revelado 

análisis donde dividen a las células Tγδ correspondientes a su capacidad de 

presentar memoria a través de fenotipos positivos o negativos a CD27 una molécula 
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homodimérica de transmembrana de 120kDa expresada por la mayoría de las 

células T,B, NK y Tγδ (Gioia et al., 2002)  y a las isoformas de CD45, las cuales 

distinguen a las células T humanas vírgenes  CD45RA y de memoria CD45RO 

(Gioia et al., 2002), en conjunto CD27 con las  isoformas CD45R  se han identificado 

subconjuntos de células Tγδ y su relación con memoria adquirida: virgenes (CD27+ 

CD45R+), de memoria central (CD27+ CD45R-), de memoria efectora (CD27- 

CD45-) y memoria RA (CD27-CD45+) (Guerra-Maupome et al., 2019; Odaira et al., 

2016). 

Debido a los antecedentes de esta población celular (Tγδ) al ser crucial en 

destrucción de células infectadas por virus y su función en el sistema inmunologíco 

contra infecciones bacterianas a través de la producción de citocinas como IL-17, 

nos resulta interesante evaluar esta población celular en pacientes con SpA donde 

la producción de citocinas específicas como la IL-17 e IL-22 es parte importante de 

los mecanismos fisiopatológicos correlacionados con la enfermedad. 

Planteamiento del problema  

Debido al desconocimiento de la patogénesis de la SpA han surgido diversas 

hipótesis que tratan de explicar la activación aberrante del sistema inmune. 

Posiblemente, las células Tγδ tengan una sobreproducción de IL-17 ante estímulos 

microbianos generados durante infecciones, son capaces de salir a recirculación 

desde el intestino a las zonas de entesis marcadas por la integrina α4β7, lo que 

generaría la expresión de un fenotipo de memoria expresado por estas células, lo 

cual se puede asociar con la inflamación crónica característica de la patogénesis de 

las SpA, junto a las características clínicas de los pacientes. 

Hipótesis 

Las células T circulantes de pacientes con espondiloartritis tendrán un fenotipo 

proinflamatorio asociado a la activación intestinal, a la producción de IL-17 y la 

expresión de marcadores de superficie asociados a memoria inmune innata. 
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Objetivos 

General 

• Evaluar la frecuencia y fenotipo de células T α4β7 productoras de IL-17 con 

un fenotipo de memoria inmune innata en muestras de sangre de pacientes 

con SpA. 

Específicos 

• Analizar la frecuencia de las células T positivas a α4β7, CD27, CD161 y 

CD45RO en sangre periférica de pacientes con SpA. 

• Comparar la producción de IL-17 en las poblaciones celulares de estudio, 

distinguiéndolas con los marcadores CD27, α4β7, CD161 y CD45RO. 

Metodología  

Se realizó un estudio transversal, observacional y experimental donde se reclutaron 

a 3 pacientes con SpA que cumplieron los criterios de clasificación de ASAS (Anexo 

4) (Rudwaleit, Landewé, et al., 2009) y que fueron atendidos en el Hospital General 

de México (HGM). 

Criterios De Inclusión: 

1.Pacientes de ambos sexos mayores de 18 años, de cualquier nacionalidad que 

sean atendidos en el servicio de reumatología del HMG. 

2.Pacientes que cuenten con criterios para ser clasificados en axSpA o pSpA. 

3. Pacientes con actividad de la enfermedad mayor a 2.1 de acuerdo con la escala 

ASDAS. 

4.Pacientes que acepten participar en el estudio mediante la firma de un formato de 

consentimiento informado. 

Criterios De Exclusión: 

1. Pacientes con el diagnóstico de cáncer, enfermedades autoinmunes no 

relacionadas con la SpA (Lupus, artritis reumatoide, tiroiditis autoinmune, síndrome 

de Sjögren, miopatías inflamatorias, etc). 

2. Pacientes que cuenten con el diagnóstico de alguna enfermedad inflamatoria 

o neoplásica activa durante los últimos tres meses. 
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3. Pacientes que reciban como parte de su tratamiento anticuerpos 

monoclonales anti-IL-17 o inhibidores de la vía JAK/STAT. 

Tamaño de la muestra 

El cálculo del tamaño de la muestra se determinó con la fórmula de estimación de 

muestra por proporción utilizando la expresión 𝑛 =
𝑁∗𝑍α2∗𝑝∗𝑞

𝑒2∗(𝑁−1)+𝑍2∗𝑝∗𝑞
 

-N (Tamaño de la población) = población mexicana 130,000,000 

-Zα (coeficiente del nivel de confianza) = 1.96, con un nivel de confianza del 95% 

-p = 0.6, probabilidad de éxito, siguiendo la prevalencia de las SpA en México. 

-q = 99.4, probabilidad de fracaso 

-e = 0.05, error de estimación máximo aceptado por el investigador  

Por lo tanto, 𝑛 =
130000000∗1.962∗0.006∗0.994

0.052∗(130000000−1)+1.962∗0.006∗0.994
=

2996448

325000.0204
= 9.21 

De acuerdo con el resultado calculado, se sugiere una muestra mínima de 10 

pacientes. 

Dada la complejidad del número de variables analizadas, se presentan resultados 

del análisis de tres muestras de pacientes, lo que proporciona resultados 

preliminares que se continuarán en un trabajo de tesis de maestría en ciencias. 

Evaluación clínica 

En la consulta médica se explicó a los pacientes el objetivo del estudio, se les solicitó 

la firma de un formato de consentimiento informado y se recopilaron las siguientes 

variables clínicas (Anexo 1, 2 y 3): edad, sexo, comorbilidades, tratamiento de las 

comorbilidades, diagnóstico, antecedentes relacionados con la enfermedad, 

síntomas y signos actuales y pasados, criterios de ASAS (Anexo 4 ), cumplidos para 

ser clasificado en axSpA o pSpA, tiempo de evolución, edad al diagnóstico, 

tratamiento actual, escala BASDAI (Anexo 9), escala ASDAS (Anexo 5), grado de 

sacroilitis en radiografía simple de acuerdo con los criterios de New York, la 

presencia o ausencia de edema óseo, sindesmofitos, puentes óseos e inflamación 

en la resonancia magnética nuclear de articulaciones sacroilíacas o de pies entre 

otras variables que permiten un mejor diagnóstico.  
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Posteriormente, se les tomó una muestra de sangre periférica. Las muestras de 

estos pacientes fueron comparadas con muestras obtenidas de sujetos sanos. 

 Estas muestras fueron procesadas en el laboratorio para identificar la expresión de 

citocinas de memoria inmune innata por parte de estas células mediante citometría 

de flujo. Se medió la expresión de moléculas relacionadas con la memoria 

inmunológica innata como CD3, TCRγδ, α4β7, CD27, CD45RO, CD161, IL-17 e IL-

22 en células T γδ usando el panel que se muestra a continuación. El volumen de 

cada anticuerpo fue calculado mediante la titulación de cada uno de ellos.  

FLUOROCROMO MARCADOR CLONA VOLUMEN  FABRICANTE   

FITC  CD3 OKT3 1 μL BioLegend 

BV421 TCR γδ B1 5 μL BioLegend  

PE α4β7 DATK32 2.5 μL BD Biosciences 

PACIFIC BLUE CD27 M-T271 2.5 μL BioLegend 

ALEXAFLUOR 700 CD45RO UCHL1 2.5 μL BioLegend 

BV711 CD161 DX12 2.5 μL BD Horizon  

APC IL-17 BL168 2.5 μL BioLegend 

PE/CY7 IL-22 2G12A41 2.5 μL BioLegend 

Tabla 1. Panel de tinción por citometría de flujo. 

 

Fluorocromo Marcador Clona Volumen  Fabricante   

FITC HLA-B27 HLA-ABC-M3 1 μL ThermoFisher 

Tabla 2. Panel de tinción para identificación de HLA-B27 positivo por 

citometría de flujo.  

Todos los resultados del perfil de citocinas y poblaciones celulares encontrados en 

estos pacientes fueron correlacionados con el tiempo de evolución y la actividad de 

la enfermedad en cada paciente. 

Procedimiento  

Recopilados los datos clínicos, se solicitó a los pacientes la toma de una muestra 

de sangre de 10 mL en tubos Vacutainer ® con heparina. Estas muestras fueron 
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identificadas con una clave que permita mantener la privacidad de los pacientes, y 

fue trasladada al laboratorio para su análisis. 

Determinación de la positividad para HLA-B27 

Se usaron 100μL de sangre de los pacientes reclutados en un tubo para citometría 

Se añadió 1 μL del marcador para HLA-B27, se incubaron por 20 minutos a 

temperatura ambiente en la oscuridad y se lisaron los eritrocitos con amortiguador 

FACS Lysing®. Posteriormente se lavaron con regulador de tinción (PBS + 0.5% 

BSA + 0.25% azida de sodio) y se re-suspendieron en 100μL de regulador de 

tinción. 

Estimulación celular 

Se colocaron 100μL de sangre en 4 tubos de poliestireno (figura 1), a) “AF”, refiere 

a auto fluorescencia la cual no se teñirá con ningún marcador, pero seguirá el 

procedimiento de fijación y permeabilización, b) “4 horas”, refiere una tinción 

completa con los marcadores que se realizó en cuanto la muestra llegó al 

laboratorio, c) “24 horas” refiere a una muestra control incubada 24 hrs/37 C° (a las 

20 horas se les añadió Golgi stop para la determinación de citocinas), d) “LPS” 

refiere al cuarto tubo al cual se le añadió 10 μL (10,000 ng) de LPS de Escherichia 

coli (1 g/ μL) previamente preparado para activación celular en cuanto la muestra 

llegó al laboratorio (incubada 24 hrs/37 C° a las 20 horas se les añadió Golgi stop). 

Estimulación celular y tinción de muestra  

 

 

 

 

En adelante los cuatro tubos seguirán el mismo procedimiento.  

a) AF Autofluorescencia      

b) 4 horas (Tinción total teñida a las 4 horas 

después de la toma de muestra)  

c) 24 horas (Tinción total teñida a las 24 horas 

después de la toma de muestra, incubada a 

37°C)  

d)  LPS (Muestra activada con LPS a las 4 horas 

después de la toma, se incubó 24 hrs a 37C° y 

posteriormente se realizó tinción completa) 

 
Figura 1. Procedimiento resumido de para posterior 

análisis en citómetro. 

 

 

 

 

a)     b)           c)           d) 
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Tinción superficial  

Se colocaron 100μL de sangre en 4 tubos de poliestireno de acuerdo con la figura 

y se incubaron por 15 minutos con los anticuerpos CD3, TCRγδ, α4β7, CD27, 

CD161 y CD45RO en la oscuridad, al término, se lisaron los eritrocitos y se fijó la 

muestra usando el regulador FACS Lysing ®, posterior, se realizaron dos lavados 

con regulador de tinción. Después se permeabilizaron con 2mL de regulador de 

permeabilización (eBiosciences®) 1x y se centrifugaron a 500 xg por 5 minutos a 

temperatura ambiente. 

Tinción intracelular 

Se agregaron 100 μl de regulador de permeabilización, y se realizó la tinción las 

células con el anticuerpo IL-17, se incubaron 15 minutos en oscuridad, después se 

añadieron 2 mL de regulador de permeabilización 1x, se centrifugaron 500 xg por 5 

minutos a temperatura ambiente, finalmente, se re-suspendieron las células en 300 

μl de regulador de tinción y se analizaron las poblaciones celulares en el citómetro 

de flujo. 

Análisis de datos 

Los análisis estadísticos se realizaron con el programa GraphPad Prism 8. Se 

determinó la normalidad de los datos con la prueba de Shapiro-Wilks, los datos 

normales se compararon mediante la prueba T de Student, los datos que no pasaron 

la prueba de normalidad se compararon con los datos de la prueba de U de Mann-

Whitney para grupos pareados; posteriormente se utilizó la prueba ANOVA para el 

análisis de grupos no pareados para todos los marcadores. Se evaluaron las 

frecuencias de células T gamma delta con un fenotipo de memoria inmune innata 

en muestras de sangre total de los pacientes.  

Aspectos de ética y bioseguridad 

1. Este trabajo fue aprobado por el comité de ética y bioseguridad del Hospital 

General de México con el número de registro DI/17/404-A/05/040. 

2. Se obtuvieron muestras biológicas de aquellos pacientes que acudieron a 

consulta médica del servicio de Reumatología del Hospital General de México, que 
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cumplieron con los criterios de inclusión y que, habiendo leído y firmado la carta de 

consentimiento informado, aceptaron su participación en el estudio. 

 La consulta médica, llenado de formatos de recolección de datos y toma de muestra 

de sangre venosa se realizó en el consultorio 27 del servicio de reumatología del 

H.G.M. La muestra sanguínea se obtuvo mediante un sistema de recolección al 

vacío con previa asepsia con etanol al 70% por el médico pasante de servicio social 

Alan Mauricio Villaseñor García. Las muestras recolectadas se rotularon con las 

iniciales del paciente, fecha y hora de obtención de la muestra.  

3.Los residuos peligrosos biológico-infecciosos se depositaron en recipientes 

rígidos de polipropileno rojos y se desecharon según lo que indica la NOM-087- 

ECOL.- SSA1-2000. 

4.Las muestras obtenidas fueron rotuladas con las características antes 

mencionadas y se almacenaron en contenedores de plástico con hielo en un periodo 

menor de 4 horas de la extracción en un vehículo particular, de acuerdo con lo 

establecido en las normas oficiales mexicanas: NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y 

NOM- 253-SSA1-2012. Finalmente, las muestras obtenidas con los cuidados antes 

mencionados fueron transportadas en un contenedor con hielo al laboratorio 4/A4 

de la FES Iztacala. Los responsables del envío de las muestras desde el H.G.M. 

fueron el Dr. Julio César Casasola Vargas y el Dr. Rubén Burgos Vargas. Los 

responsables del transporte de las muestras a la FES Iztacala y el almacenamiento 

en el laboratorio 4/A4 fueron Héctor Adán Romero García y José Pablo Romero 

López. 

5.La prevención de exposiciones al material biológico estuvieron en consideración 

el uso de guantes de látex, cubrebocas, bata de laboratorio y el manejo de residuos 

con las características antes mencionadas 

Resultados  
 

Datos demográficos y clínicos  

Se realizo el reclutamiento de 3 pacientes que cumplieron con los criterios de 

inclusión para SpA, los cuales fueron diagnosticados por el médico encargado en el 



26 
 

consultorio de reumatología del HGM, dentro de las variables demográficas y 

clínicas (tabla 3 y 4) se determinó su diagnóstico positivo a SpA, con tiempo de 

evolución variable (7.6 ± 8.7 años), su positividad para el alelo HLA-B27, valores de 

indicies para las SpA (ASDAS-PCR, BASFI, BASDAI y ASAS) (Tabla 3), así como, 

manifestaciones extracurriculares, numero de articulaciones afectadas, tratamiento 

actual, donde los 3 pacientes estaban bajo un tratamiento en curso, tiempo de 

evolución y su clasificación actual (axial o periférica) (Tabla 4) 

 

Tabla 3. Variables demográficas y clínicas de pacientes reclutados. M= 

masculino, F= femenino, resumen mostrado en media ± desviación estándar 

 

Nombre Manifestaciones 
extraarticulares 

# de 
articulaciones 

afectadas 

Tratamiento 
actual 

Criterios 
ASAS 

Axial / 
Periférica 

Tiempo de 
evolución 

(años) 

HBR Neumopatía 
intersticial 

1 Sulfasalazina/ 
indometacina 

Positivos 
para 

modalidad 
clínica y 

de imagen 

Axial 20 años 

Nombre Sexo Edad 
(años) 

Comorbilidad
es 

Síntomas 
actuales 

Diagnóstico HLA-
B27 

ASDAS
-PCR 

BASFI BASDAI 

HBR F 63 Neumopatía 
intersticial/ 

Hipertensión 
arterial 

sistémica 

Lumbalgia Espondilitis 
anquilosante 

con 
neumopatía 
intersticial 

Positivo 3.6 6.5 5.2 

PREM M 20 Negadas Artritis, 
entesitis, 
dactilitis, 
limitación 

de la 
movilidad 

Espondiloartriti
s axial y 
periférica 

Positivo 3.9 9.7 8.9 

RYPS M 30 Negadas Lumbalgia Espondiloartriti
s axial no 

radiográfica y 
periférica 

Positivo 1.3 1.2 N/A 

Resumen M:2 
F:1 

36.7±
18.3 

- - - 100% 
positivo
s 

2.9 
±1.16 

5.8±3.5 4.7±3.6 
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PREM Ninguna 3 Sulfazalasina/ 
esteroide/ 
infliximab 

Positivos 
para 

modalidad 
clinica y 

de imagen 

Axial y 
periférica 

2 años 

RYPS Ninguna 1 Sulfazalazina/ 
Esomeprazol/ 
Malival 
compuesto 

Positivos 
para 
modalidad 
clinica y 
de imagen 

Axial y 
periférica 

1 año 

Resumen - 1.6 ±0.9 - - Axial: 3 
Periférica: 3 

7.6 ± 8.7 

 

Tabla 4. Información complementaria de las variables demográficas y 

clínicas de pacientes reclutados  

 

Estimulación celular y algoritmo de análisis. 
 

Para la estimulación de un tubo experimental (tubo d, Figura 1) se estandarizó la 

concentración adecuada del uso del LPS de E. coli en muestras de sangre periférica 

de pacientes reclutados, se probaron 4 concentraciones, 500 ng, 1000ng, 5000 ng, 

10000 ng, siendo esta ultima la mejor para observar la expresión de IL-17. 
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Figura 2. Determinación de la concentración para activación celular con LPS en sangre 

periférica de los pacientes reclutados.  a)  500 ng/mL, b) 1000 ng/mL, c) 5000 ng/mL y d) 

10000 ng/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Usando controles de fluorescencia menos uno (FMO), se diseñó la estrategia de 

análisis por citometría de flujo para la sangre de los pacientes y controles (Figura 

3). 
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Figura 3. Estrategia de análisis por citometría de flujo para la sangre de los pacientes y 

controles. A través de un algoritmo supervisado, primero se realizó un gate de eventos 

únicos (singuletes a través de una gráfica mostrando FSC-H vs FSC-A (a). Luego, se 

escogió a la población de linfocitos de una gráfica que compara SSC-A vs FSC-A (b). 

Posteriormente se eligieron los eventos de linfocitos CD3+ (c), subsecuentemente a 

eventos de células T γδ+ (d). De cada una de las poblaciones CD3+ γδ+ se determinaron 

poblaciones con expresión mayor expresión del TCR T γδ (hi) y con menor expresión del 

mismo T γδ (low) (d), además de su positividad a la integrina α4β7 (i). En este sentido, se 

analizaron las poblaciones T γδ+CD27+ (e), T γδ+ CD45RO+ (g), T γδ+ CD161+ (f) y se 

realizó un gate en las poblaciones positivas a la integrina α4β7. De las poblaciones de 

células T γδ+ totales, T γδ+ hi, T γδ+ low , T γδ+ α4β7+, T γδ+CD27+, T γδ+ CD45RO+, T 

γδ+ CD161+ se determinaron las poblaciones positivas a la IL-17 (h). 

Análisis de muestras de sangre por citometría de flujo en pacientes y 

controles  
 

En el análisis de sangre total de 3 pacientes con SpA pareados con 3 individuos 

sanos con características demográficas similares, se encontró aumento el 
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porcentaje de células T γδ totales de los pacientes en los 3 tubos teñidos, con 

significancia en el tubo con incubación de 24 horas (P=0.0173) (Figura 4b). Debido 

a su comportamiento distinto se dividieron las células T γδ en mayor (hi ) y menor 

expresión (low) del TCR (Figura 4d y e), en los T γδ hi no se obtuvieron diferencias 

estadísticamente significativas a diferencia de las T γδ low con significancia en el 

tubo con incubación de 24 horas (P=0.0228) (Figura 5e). Dentro de los valores de 

las células T γδ totales, hi y low no se encontraron diferencias para la expresión de la 

integrina α4β7 entre pacientes y controles (Figura 6). 

 

    

Figura 4. Porcentaje de células T γδ totales de pacientes comparados con controles (sujetos 

sanos). a) tubo teñido a las 4 hrs después de la toma de muestra (teñida el día de obtención 

de la muestra), b) muestra incubada 24hrs/37°C, c) LPS (muestra activada con 10000 ng de 

LPS por 24 hrs). d) y e) Dot plots representativos que muestran los gates del porcentaje total 

de célulasT γδ totales d) pacientes y e) controles. 
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Figura 5. Porcentaje de los subconjuntos de células T γδ totales (T γδ hi y T γδ low) de 

pacientes comparados con controles (sujetos sanos). a) tubo teñido a las 4 hrs después de 

la toma de muestra (teñida el día de obtención de la muestra) de las T γδ hi, b) muestra 

incubada 24hrs/37°C, de las T γδ hi, c) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS por 24 

hrs) de las T γδ hi. d) tubo teñido a las 4 hrs después de la toma de muestra (teñida el día de 
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obtención de la muestra) de las T γδ low, e) ctrl (muestra incubada 24hrs/37°C) de las T γδ low, 

f) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS por 24 hrs) de las T γδ low. g) y h) Dot plots 

representativos que muestran los gates del porcentaje total de células T γδ hi g) pacientes y 

h) controles. 

 

 

 

Figura 6. Porcentaje de las células T γδ totales y sus subconjuntos T γδ hi y T γδ low 

positivas a la integrina α4β7 de pacientes comparados con controles (sujetos sanos). a) 

tubo teñido a las 4 hrs después de la toma de muestra (teñida el día de obtención de la 

muestra) de las T γδ totales α4β7+, b) muestra incubada 24hrs/37°C de las T γδ totales 

α4β7+, c) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS) de las T γδ totales α4β7+. d) tubo 

teñido a las 4 hrs después de la toma de muestra (teñida el día de obtención de la muestra) 

de las T γδ hi α4β7+, e) muestra incubada 24hrs/37°C, de las T γδ hi α4β7+, f) LPS (muestra 
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activada con 10000ngde LPS) de las T γδ hi α4β7+. g) tubo teñido a las 4 hrs después de la 

toma de muestra (teñida el día de obtención de la muestra) de las T γδ low α4β7+, h) muestra 

incubada 24hrs/37°C de las T γδ low α4β7+, i) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS) 

de las T γδ low α4β7+. 

 

En el análisis de las células T γδ positivas a los marcadores CD27, CD161+ y 

CD45RO+,y negativas a CD27, se observó una tendencia interesante en las T γδ 

CD27+ disminuidas en los pacientes a diferencia de los controles (P=0.0070) del 

tubo teñido a las 4 hrs después de la toma de muestra (Figura 7 a), en el caso de 

las T γδ CD27-, están aumentadas en los pacientes (P=0.0063) en el tubo teñido a 

las 4 hrs después de la toma de muestra (Figura 7f), siendo nulas las T γδ CD27- 

de los controles. Las células T γδ CD161+, T γδ CD45RO+ no mostraron diferencias 

significativas en los 3 tubos (Figura 8).  

Además del análisis de frecuencia para las poblaciones totales, se obtuvo la 

expresión de la integrina α4β7, observado a las T γδ CD27+ α4β7+ disminuidas en 

los pacientes a diferencia de los controles (P=0.0142) en el tubo teñido a las 4 hrs 

después de la toma de muestra (Figura 9 a), por otra parte las T γδ CD27- α4β7+ 

están aumentadas en los pacientes (P=0.0187) en el tubo teñido el mismo día de la 

toma de muestra (Figura 9f), Las células T γδ CD161+ y T γδ CD45RO+ no 

mostraron diferencias significativas en los 3 tubos respecto a  la expresión de la 

integrina α4β7(Figura 10). 
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Figura 7. Porcentaje de las células T γδ totales CD27+ positivas y CD27- negativas, 

pacientes comparados con controles (sujetos sanos). a) tubo teñido a las 4 hrs después de 

la toma de muestra (teñida el día de obtención de la muestra) de las T γδ CD27+, b) muestra 

incubada 24hrs/37°C, de las T γδ CD27+, c) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS) 

T γδ CD27+, d) y e) Dot plots representativos que muestran los gates del porcentaje total 

de células T γδ CD27+, d) pacientes y e) controles. f) tubo teñido a las 4 hrs después de la 

toma de muestra (teñida el día de obtención de la muestra) de las T CD27-, g) muestra 

incubada 24hrs/37°C, de las T CD27-, h) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS) de 

las T CD27-. i) y j) Dot plots representativos que muestran los gates del porcentaje total de 

células T T CD27- i) pacientes y j) controles.  
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Figura 8. Porcentaje de las células T γδ totales CD45RO+ positivas y, T γδ totales CD161+ 

positivas de pacientes comparados con controles (sujetos sanos). a) tubo teñido a las 4 hrs 

después de la toma de muestra (teñida el día de obtención de la muestra) de las T γδ totales 

CD45RO+ b) muestra incubada 24hrs/37°C, de las T γδ totales CD45RO+, c) LPS (muestra 

activada con 10000ng de LPS) T γδ totales CD45RO+ ,d) tubo teñido a las 4 hrs después 

de la toma de muestra (teñida el día de obtención de la muestra) de las CD161+ , e) muestra 

incubada 24hrs/37°C, de las CD161+, f) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS) 

CD161+. 
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Figura 9. Porcentaje de las células T γδ totales CD27+ positivas y CD27- negativas, y a su 

vez, positivas a la integrina α4β7+, pacientes comparados con controles (sujetos sanos). a) 

tubo teñido a las 4 hrs después de la toma de muestra (teñida el día de obtención de la 

muestra) de las T γδ CD27+ α4β7+, b) muestra incubada 24hrs/37°C, de las T γδ CD27+ 

α4β7+, c) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS) T γδ CD27+ α4β7+, d) y e) Dot plots 

representativos que muestran los gates del porcentaje total de células T γδ CD27+ α4β7+,  

d) pacientes y e) controles. f) tubo teñido a las 4 hrs después de la toma de muestra (teñida 

el día de obtención de la muestra) de las T CD27- α4β7+, g) muestra incubada 24hrs/37°C, 

de las T CD27- α4β7+, h) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS) de las T CD27- 

α4β7+. i) y j) Dot plots representativos que muestran los gates del porcentaje total de células 

T CD27- α4β7+ i) pacientes y j) controles. 
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Figura 10. Porcentaje de las células T γδ totales CD45RO+ positivas y, T γδ totales CD161+ 

positivas, y a su vez, positivas a la integrina α4β7+, de pacientes comparados con controles 

(sujetos sanos). a) tubo teñido a las 4 hrs después de la toma de muestra (teñida el día de 

obtención de la muestra) de las T γδ totales CD45RO+ α4β7+, b) muestra incubada 

24hrs/37°C, de las T γδ totales CD45RO+ α4β7+, c) LPS (muestra activada con 10000ng 

de LPS) T γδ totales CD45RO+ α4β7+, d) tubo día (teñida el día de obtención de la muestra) 

de las CD161+ α4β7+, e) 24 horas (muestra incubada 24hrs/37°C) de las CD161+ α4β7+, 

f) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS) CD161+ α4β7+. 

 

En el análisis de la intensidad media de fluorescencia de CD27, CD45RO y CD161 

positivas en las poblaciones T γδ α4β7+ y en las poblaciones α4β7- positivas, se 

observó a la población T γδ CD27+ con una expresión significativa para la 

integrina α4β7 (P=0.0319) en el tubo con incubación de 24 horas (Figura 11b). No 

se encontraron diferencias significativas en la expresión de la α4β7+ y α4β7- para 

las demás poblaciones positivas en ninguno de los 3 tubos (Figura 12). 
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Figura 11.  Intensidad media de fluorescencia de CD27+ en las células T γδ α4β7+ y T γδ 

α4β7- , en pacientes. a) tubo teñido a las 4 hrs después de la toma de muestra (teñida el 

día de obtención de la muestra) de las T γδ α4β7+ vs T γδ α4β7- b) muestra incubada 

24hrs/37°C, de las T γδ CD27+ α4β7+ vs T γδ α4β7- c) LPS (muestra activada con 10000ng 

de LPS) T γδ α4β7+ vs T γδ α4β7- 
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Figura 12. Intensidad media de fluorescencia de CD45RO+ y CD161+ en las células T γδ 

α4β7+ y T γδ α4β7- , en pacientes. a) ) tubo teñido a las 4 hrs después de la toma de 

muestra (teñida el día de obtención de la muestra) de las T γδ α4β7+ vs T γδ α4β7-, b) 

muestra incubada 24hrs/37°C, de las T γδ α4β7+ vs  T γδ  α4β7-,, c) LPS (muestra activada 

con 10000ng de LPS) T γδ α4β7+ vs T γδ  α4β7- d) ) tubo teñido a las 4 hrs después de la 

toma de muestra (teñida el día de obtención de la muestra) de las T γδ α4β7+ vs T γδ α4β7-

, e) muestra incubada 24hrs/37°C, de las T γδ α4β7+ vs T γδ α4β7-, f) LPS (muestra 

activada con 10000ng de LPS) de las T γδ α4β7+ vs T γδ α4β7-. 

 

De las poblaciones de células T γδ totales, Tγδ hi, Tγδ low, y de las T γδ α4β7+, T 

γδCD27+, T γδ CD27-, T γδ CD161+, T γδ CD45RO+ se midió el porcentaje de 

aquellas productoras de IL-17. Se observó una sobreproducción de IL-17+ en las 

células T γδ totales de los pacientes (P=0.0205) en el tubo teñido a las 4 hrs 

después de la toma de muestra (Figura 13a), al igual, el subconjunto T γδ hi mostró 

valores significativamente mayores en los pacientes (P=0.0338) en el tubo teñido a 

las 4 hrs después de la toma de muestra (Figura 14 a). Además, para las células T 

γδ α4β7+, se encontró una sobreproducción de IL-17+ en los pacientes (P=0.0128) 

(Figura 15 a) a diferencia de las poblaciones T γδ CD27+, T γδ CD27-, T γδ CD161+, 

T γδ CD45RO+ donde los valores no fueron estadísticamente significativos (Figuras 

16 y 17). 
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Figura 13. Porcentaje de células T γδ totales productoras de IL-17+ de pacientes 

comparados con controles (sujetos sanos). a) tubo teñido a las 4 hrs después de la toma 

de muestra (teñida el día de obtención de la muestra), b) muestra incubada 24hrs/37°C, c) 

LPS (muestra activada con 10000 ng de LPS). d) y e) Dot plots representativos que 

muestran los gates del porcentaje total de células T γδ totales productoras de IL-17+ d) 

pacientes y e) controles. 
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Figura 14. Porcentaje de los subconjuntos de células T γδ totales (T γδ hi y T γδ low) 

productoras de IL-17+ de pacientes comparados con controles (sujetos sanos). a) tubo 

teñido a las 4 hrs después de la toma de muestra (teñida el día de obtención de la muestra) 

de las T γδ hi IL-17+, b) muestra incubada 24hrs/37°C, de las T γδ hi IL-17+, c) LPS (muestra 

activada con 10000ngde LPS) de las T γδ hi IL-17+. d) y e) Dot plots representativos que 

muestran los gates del porcentaje total de células T γδ hi IL-17+ d) pacientes y e) controles. 

f) tubo teñido a las 4 hrs después de la toma de muestra (teñida el día de obtención de la 

muestra) de las T γδ low IL-17+, g) muestra incubada 24hrs/37°C, de las T γδ low IL-17+, h) 

LPS (muestra activada con 10000ng de LPS) de las T γδ low IL-17+.  



43 
 

 

 

Figura 15. Porcentaje de células T γδ totales, y a su vez, positivas a la integrina α4β7+ 

productoras de IL-17+, de pacientes comparados con controles (sujetos sanos). a) ) tubo 

teñido a las 4 hrs después de la toma de muestra (teñida el día de obtención de la muestra), 

b) muestra incubada 24hrs/37°C, c) LPS (muestra activada con 10000 ng de LPS). d) y e) 

Dot plots representativos que muestran los gates del porcentaje total de células T γδ totales 

α4β7+ productoras de IL-17+ d) pacientes y e) controles. 
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Figura 16. Porcentaje de las células T γδ totales CD27+ positivas y CD27- negativas 

productoras de IL-17+, pacientes comparados con controles (sujetos sanos). a) tubo teñido 

a las 4 hrs después de la toma de muestra (teñida el día de obtención de la muestra) de las 

T γδ CD27+ IL-17+, b) muestra incubada 24hrs/37°C) de las T γδ CD27+ IL-17+, c) LPS 

(muestra activada con 10000ng de LPS) T γδ CD27+ IL-17+. d) tubo teñido a las 4 hrs 

después de la toma de muestra (teñida el día de obtención de la muestra) de las T CD27- 

IL-17+, e) muestra incubada 24hrs/37°C, de las T CD27- IL-17+, f) LPS (muestra activada 

con 10000ng de LPS) de las T CD27- IL-17+. 
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Figura 17. Porcentaje de las células T γδ totales CD45RO+ positivas y, T γδ totales CD161+ 

positivas, productoras de IL-17+ de pacientes comparados con controles (sujetos sanos). 

a) ) tubo teñido a las 4 hrs después de la toma de muestra (teñida el día de obtención de la 

muestra) de las T γδ totales CD45RO+ IL-17+  b) muestra incubada 24hrs/37°C, de las T 

γδ totales CD45RO+ IL-17+, c) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS) T γδ totales 

CD45RO+ IL-17+  ,d) ) tubo teñido a las 4 hrs después de la toma de muestra (teñida el día 

de obtención de la muestra) de las CD161+ IL-17+, e) muestra incubada 24hrs/37°C, de las 

CD161+ IL-17+, f) LPS ( muestra activada con 10000ng de LPS) CD161+ IL-17+. 
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Discusión 

En este trabajo se analizaron muestras de pacientes con SpA por medio de 

citometría espectral de poblaciones de células T γδ y su caracterización a través de 

marcadores de memoria inmune innata como CD27, CD45RO y CD161. Así mismo 

se buscó la presencia de la integrina α4β7 en las poblaciones de células T γδ, ya 

que se ha descrito como un receptor de activación intestinal (Keir et al., 2021; 

Romero-López et al., 2020) , y su relación con las poblaciones de células T γδ que 

muestran características con la memoria inmune innata. 

En los resultados, se encontró que los porcentajes de células T γδ totales en sangre 

periférica de los pacientes se encuentran aumentados (P=0.0173) (Figura 4b.), 

similar a lo reportado para una cohorte de pacientes que presentaban artritis juvenil 

relacionada con entesitis (Gaur et al., 2015), lo que puede indicar un posible 

incremento de las células T γδ en sangre periférica de sujetos que atraviesan una 

respuesta inmunológica sistémica activa, en este caso, condiciones inflamatorias 

características de los pacientes con SpA y artritis juvenil relacionada con entesitis.  

Además, se identificó al subconjunto de las células T γδ de menor expresión “low” 

aumentado en los pacientes (P=0.0228) (Figura 5b.), respecto a los controles, 

donde el comportamiento de esta población no ha sido claro en enfermedades 

inflamatorias.  

 Los porcentajes de células T γδ totales y sus subconjuntos de mayor y menor 

expresión, hi y low respectivamente, positivos a la integrina α4β7 de los pacientes, no 

presentaron diferencias significativas en ninguno de los tubos teñidos, sin embargo, 

están presentes, a diferencia de los controles donde sus porcentajes son cercanos 

al 0%.  Esto concuerda con múltiples investigaciones en SpA que reportan que las 

células T γδ pueden ser reconocidas como una población disponible que migra a 

sitios de inflamación, y así ser identificada con el receptor para la integrina α4β7  

(Dieli et al., 2003a; Romero-López et al., 2020) . 

Se observa que la población de células T γδ totales positivos a CD27 esta 

disminuida en los pacientes, a diferencia de los controles donde se encontró 

significativa (P=0.0070) (Figura 7a.), y esto concuerda con datos obtenidos en 
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estudios donde identifican células T γδ vírgenes de pacientes sanos, a través del 

correceptor CD27+ (deBarros et al., 2011), contrario a esto, se observaron 

aumentadas las células T γδ totales negativas a CD27 (P=0.0063) (Figura 7f.), lo 

que sugiere una inclinación hacia el fenotipo CD27-  en los pacientes con SpA, las 

cuales se han conocido como células T γδ de memoria efectora (Dieli et al., 2003b).  

Por otra parte, la población de células T γδ totales positivas a CD45RO y T γδ totales 

positivos a CD161 no se observaron diferencias significativas (Figura 8). 

En este sentido se midió el porcentaje de los T γδ totales positivos a CD27, 

CD45RO, CD161 y T γδ negativos a CD27, con relación a su positividad a la 

integrina α4β7, observando una disminución de las células T γδ totales positivos a 

CD27 y positivos a α4β7 en los pacientes a diferencia de los controles (P=0.0142) 

(Figura 9a.), contrario a esto, se observa un incremento de las células T γδ totales 

negativas a CD27 y positivas a α4β7 (P=0.0187) (Figura 9f.) en pacientes. Como se 

ha observado que el fenotipo CD27- está relacionado con la producción de IL-17, 

con estos resultados se sugiere que las células T γδ α4β7+ pueden ser activadas 

en órganos linfoides asociados al intestino y encontrarse en circulación dirigidos a 

zonas de inflamación, en este caso, al intestino o articulación, y así cumplir su 

función efectora particular de las SpA (Chowdhury et al., 2017; Kessel et al., 2017). 

Como se ha demostrado, que el ligando principal de la integrina α4β7 , MAdCAM1,  

está sobre expresado en el intestino y la médula ósea inflamada de pacientes con 

SpA(Ciccia et al., 2015), y se ha reconocido con el eje intestino-articulación su 

capacidad de recircular desde el intestino hasta sitios de inflamación, a través de 

células con capacidad productora de IL-17 e IL-22,  como las células T γδ. En este 

sentido, se ha identificado un aumento de esta población (T γδ) con 

sobreproducción de IL-17 en sangre y liquido sinovial de pacientes con SpA 

(Chowdhury et al., 2017; Kessel et al., 2017; Romero-López et al., 2020). 
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En relación con las células T γδ totales α4β7 positivas a CD45RO y a CD161 no 

mostraron diferencias significativas en ninguno de los 3 tubos teñidos (Figura 10), 

aún no se ha descrito con claridad el papel de estos marcadores y su relación con 

la integrina α4β7.  

Respecto a los resultados de intensidad media de fluorescencia (IMF) para la 

expresión de CD27, CD161 y CD45RO para las células T γδ α4β7+ y T γδ  α4β7- 

de sangre total de pacientes, se observó a la población T γδ α4β7+ con una 

expresión significativa para CD27 (P=0.0319) (Figura 11b). No se encontraron 

diferencias significativas en la expresión de CD45RO y CD161 en las demás 

poblaciones T γδ α4β7+ ni en las T γδ α4β7-, en ninguno de los 3 tubos (Figura 12). 

Finalmente, en los resultados observados en el análisis de la población de células 

T γδ totales, T γδ hi, T γδ low, T γδ α4β7+, T γδ CD27-, T γδ CD27+, T γδ CD45RO, 

T γδ CD161+ y su producción de la citocina IL-17, se observó un incremento en las 

células T γδ totales productoras de IL-17 en los pacientes (P=0.0205) (Figura 13 a), 

debido a que está población celular se ha observado que es un productor 

importante de IL-17 en el intestino y tejidos periféricos, puede conducir a un 

desequilibrio de la IL-17 característico en SpA (Berlinberg & Kuhn, 2020). Del 

mismo modo, el subconjunto de células T γδ hi se encontró incrementado en los 

pacientes (P=0.0338) (Figura 14 a) contrariamente a las células T γδ low, estos 

subconjuntos no han sido estudiados ampliamente, pero se ha visto que se 

comportan de manera distinta al expresar distintos marcadores de superficie en 

enfermedades inflamatorias como las SpA (Odaira et al., 2016).  

De las poblaciones positivas T γδ α4β7+, T γδ CD27+, T γδ CD45RO, T γδ CD161+ 

y negativas T γδ CD27-, productoras de la citocina IL-17, solo se observaron 

diferencias significativas en la población T γδ positivas a la integrina α4β7 

(P=0.0128) (Figura 15 a), y gracias esto podemos reforzar la relación que se tiene 

entre la población de células T γδ α4β7+ productoras de IL-17 en la patogénesis de 

las SpA(Del Vescovo et al., 2023). Nos permite conocer y proporcionar otro 

antecedente más a las pruebas acerca de que las células T γδ α4β7+ productoras 

de IL-17 pueden estar directamente involucradas en la inflamación en las SpA.  
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La expresión de CD27 se ha utilizado en múltiples estudios para caracterizar células 

T γδ productoras de INF- (CD27+) o IL-17 (CD27-), así como su capacidad de 

proliferar en tejidos inflamados (CD27-)(Ribot et al., 2009), por lo que este marcador 

es de suma importancia en la identificación de la producción de IL-17 en pacientes 

con SpA.   

Por otra parte, con observaciones sobre las isoformas del marcador CD45 se ha 

identificado a CD45RO como la isoforma de memoria, impulsada por estimulación 

antigénica y existen pocos estudios donde se implican a las células T γδ, (Comeau 

et al., 2020; Odaira et al., 2016), estos antecedentes son importantes para conocer 

concretamente el papel de las células T γδ en la destrucción de células que han 

sido infectadas por virus y contra infecciones bacterianas (Bernal-Alferes et al., 

2023) mediando respuestas inmunitarias a través de la producción de IL-17 A, 

citocina fuertemente implicada en la patogénesis de las SpA.  

Además, la expresión de CD161 identificada en la población T γδ productoras de 

IL-17, se puede asociar con la sobreexpresión que tiene este marcador en células 

NK, T γδ, y células MAIT (Karunathilaka et al., 2022). En este sentido, CD161 se ha 

asociado fuertemente con las células T γδ y su aumento en la producción de IL-17  

(Fergusson et al., 2014; Maggi et al., 2010).  

Con estudios donde observan estos marcadores en diversas enfermedades 

inflamatorias se ha definido al fenotipo CD27- CD45RO- como característico de 

memoria efectora en células T γδ (Odaira et al., 2016), lo que nos puede a reafirmar 

la idea de su reactivación secundaria, la cual no se ha consolidado completamente. 

Asimismo, CD161 se ha establecido como un marcador de células innatas con una 

capacidad efectora mejorada para responder a un segundo estimulo (Karunathilaka 

et al., 2022). 

Aún no se ha consolidado el estudio en humanos sobre la posibilidad de que las 

células T γδ puedan responder a un evento secundario, sin embargo, se han 

realizado este tipo estudios, se puede tener más acercamientos al hecho de que las 

células T γδ tengan memoria y puedan contribuir en respuestas primarias y de 

reactivación ante infecciones bacterianas.  
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Conclusiones 

• Existe una mayor frecuencia de células T en pacientes con SpA a diferencia 

de los controles. 

• Las células T de los pacientes con SpA son en su mayoría negativas al 

marcador CD27.  

• Las células T CD27- son mayormente positivas a la integrina 47. 

• La frecuencia de células T totales productoras de IL-17 es mayor en 

pacientes con SpA a diferencia de los controles sanos. 

Perspectivas  

El incremento de muestras de pacientes con SpA nos permitiría realizar un 

seguimiento de las células T en las SpA, y así identificar con claridad su expresión 

de distintos marcadores de memoria.  
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