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Resumen Abstract

ANteCedeNteS bACkgROuUNd
Las amigdalas palatinas son una barrera anatémica y funcional gihe palatine tonsils are an anatomical and functional barrier that
dependen de la intervencion del sistema inmunolégico adaptatidgepend on the intervention of the adaptive immune system. In cases of
en casos de amigdalitis crénica, los procesos de presentacion aatironic tonsillitis, antigen presentation and cell activation processes
génica y activacion celular pueden modificarse, por lo que remover — can be modified, so removing therapeutically tonsils which are chro-
de forma terapéutica las amigdalas cronicamente enfermas habnieally sick should be considered a potential advantage.
que considerarse una ventaja potencial.

ObjeCtlveS
ObjetlvOS to identify the phenotypic and functional characteristics of lym-
Identificar las caracteristicas fenotipicas y funcionales de los linfo-  phocytes tand b and tonsillar tissue dendritic cells assess the
citos t y b y las células dendriticas del tejido amigdalino. valoratherapeutic impact of this measure on decision-making for the ma-
el efecto terapéutico que esto puede tener en la toma de decisioagement of these patients.
para el manejo de estos pacientes.

PAtleNtS ANd MethOdS
PACleNteS y MétOdOS Ten pediatric patients referred to tonsillectomy were studied to ob-
Se estudiaron 10 pacientes en edad pediatrica con indicaciontai@ palatal mononuclear cells and to identify lymphoid and myeloid
amigdalectomia, para obtener células mononucleares palatinasuépopulations by flow cytometry. Later;, we assessed the functionality
identificar a las subpoblaciones linfoides y mieloides mediante ci- of t ymphocytes Cd4 and Cd8.
tometria de flujo. Posteriormente se evalud la funcionalidad de los

linfocitos t Cd4+ y t Cd8+. ReSuLtS
t lymphocytes Cd4 and Cd8 are considered functional due to their
ReSuLtAdOS ability to produce multiple cytokines, to exert cytotoxic activity and

Se demostrd que los linfocitosQd4+ y t Cd8+ son funcionales to differentiate in populations of memory. the study of populations of
con base en su capacidad para producir multiples citocinas simultayeloid, plasmacytoid and dendritic cells revealed that there is 1.39%
neamente, ejercer actividad citotdxica y diferenciarse en poblaciomegeloid cells and 0.19% plasmocytoid cells in the tonsillar tissue.
de memoriael estudio de las poblaciones de células dendriticas,

mieloides y plasmocitoides reveld que en el tejido amigdalino HA@QNCLUSIONS

1.39% de células mieloides y 0.19% de plasmocitoides. t lymphocytes Cd and CdB of tonsillar tissue are functional despite
being subjected to chronic stimulation for repeat infections. Contrary
CONCLUSIONeS to the literature, we reject that this tissue is dysfunctional.

Los linfocitos tCd4+ y Cd8+ de tejido amigdalino son funcionales

a pesar de haber estado sometidos a estimulacion crénica por infec
ciones de repeticion. Contrario a lo que sustenta la bibliografia, los
autores rechazan la posibilidad de que sea un tejido disfuncional en
mayor o menor grado.
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Antecedentes

Histologia e inmunologia de las amigdalas
palatinas

Las amigdalas y adenoides son érganos linfoides en donde
predominan las células B (50 a 60% de todos los linfocitos).
Los linfocitos T comprenden aproximadamente 40% de los
linfocitos, mientras que 3% lo constituyen las células plas-
méticas maduras. Por €l contrario, 70% de loslinfocitosen la
sangreperiféricasonlinfocitos T. Lasamigdaaspaatinasy las
adenoides estan implicadas en lainmunidad secretoray en la
regulacion de la producci én de inmunoglobulinas secretoras.t

L asamigdal as palatinas no tienen vasos|infati cos aferentes
y contienen 10 a 30 criptas (invaginaciones) que van hacia
el parénquimay estén delimitadas 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 alas
células linfoides inmunol égicamente activas por debajo del
epitelio tonsilar (hacia el foliculo linfoide). Existen cuatro
zonas 0 compartimentos inmunorreactivos que son importan-
tesy que estan implicados en el procesamiento antigénico: 1)
epitelio escamoso especiaizado con célulasreticulares; 2) area
extrafolicular (ricaen células T); 3) zonade mantadel foliculo
linfoideoy 4) centro germinal (célulasB). Un fendmeno opues-
to puede identificarse en los linfonodos, ya que éstos dependen
de la entrega antigénica a través de linfaticos aferentes.?

Las amigdalas palatinas son el sito en donde una gran
variedad de patdgenos se multiplican y persisten de manera
indefinida; por esta razon, la intervencion de los linfocitos
T (CD4+ y CD8+) es fundamental. Ambas poblaciones de
linfocitos tienen la capacidad de controlar la diseminacion
bacteriana promoviendo la produccion de citocinas proinfla-
matoriasy através de su actividad citotdxica® Loslinfocitos
B CD19+ también participan activamente, yaque inducen la
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produccion de anti cuerpos neutralizantes contral os principa-
lesvirusrespiratorios.* No menos importantes son los mdlti-
ples tipos de células dendriticas, las cuales funcionan como
células presentadoras de antigeno induciendo la activacion
deloslinfocitos T que no han tenido experienciaantigénica.®

Fisiologia y fisiopatologia de las amigdalas
palatinas

Las amigdalas palatinas representan la principal barrera
protectora del aparato digestivo y respiratorio contra poten-
ciales patdgenos invasores. Las amigdalas y las adenoides
son érganos inmunol 6gi camente activos que, por |o general,
refuerzan lainmunidad dependiente de las mucosas detodala
viaaerodigestiva superior. También son expuestas de manera
continuaaunagran variedad de estimul osfisicosy quimicos,
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 inmunol égico presentes en este tejido linfoideo.t5”

Las amigdalas en el ser humano son inmunol 6gicamente
més activas a la edad de tres a diez afios. La involucion de
éstas ocurre después de la pubertad, lo que resulta en dismi-
nucién de la poblacion de células B y en aumento relativo
delarelacion entre células T y células B. A pesar de que en
la produccién global de inmunoglobulinas se ve afectada la
funcién, todaviase llegaaver unaactividad considerable de
las células B en amigdal as sanas de pacientes de 80 afios de
edad.® Esta situacion es distinta en pacientes con cambiosin-
ducidos por laenfermedad, como laamigdalitisde repeticion
o la hipertrofia adenoidea.

Lascélulas M que se encuentran en €l sistemade canales
especializados del epitelio amigdalino reticulado y criptico
capturan los antigenos en vesiculas y los transportan a la
region extrafolicular o alosfoliculos linfoides. En laregion
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extrafolicular, las células dendriticas interdigitantes y los
macrofagos procesan los antigenos y 1os presentan a los
linfocitos T cooperadores y citotéxicos. Estos linfocitos T
estimulan la proliferacion de los linfocitos B foliculares y
su desarrollo en las células B de memoria que secretan anti-
cuerpos capaces de migrar ala nasofaringe y a otros sitios,
0 en las células plasméticas que producen anticuerposy los
liberan en el lumen de lacripta.®

Laexocitosis granular, o liberacién de granul os citotéxi-
cos, es uno de los mecanismos clave presentes en los linfo-
citos T CD8+ y células NK paraeliminar células infectadas
por virusy células tumorales. Los granulos citotoxicos 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 proenzimas 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 lagranzimaB, que participaen laactivacion de
lavia de las caspasas que inducen la apoptosis.®®

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 epi-
telio amigdalino.® La respuesta inflamatoria cronica puede
mediar la transformacion del epitelio reticular criptico en
un epitelio queratinizado que limite la funcionalidad de los
linfocitos T y B.1 Se ha propuesto que estos cambios mo-
difican la frecuencia, la distribucion y el nivel de activacion
deloslinfocitos B en el centro germinal y, por ende, alteran
la produccién de anticuerpos.

En casos de amigdalitis cronicao derepeticion, loslinfo-
citos T y B se encuentran sometidos a estimulacion cronica
persistente, 1o que puede limitar, al menos tedricamente, su
capacidad funcional y de proteccién. Esto, por tanto, resulta
en la ventaja potencial de remover de forma terapéutica las
amigdal as enfermas crénicao recurrentemente;*2 sin embargo,
alafecha no hay estudios que demuestren el efecto clinico
significativo de la amigdalectomia en el sistema inmunologico
o en la produccion final de sustancias efectoras a nivel local.

En contraste con laamigdalitis de repeticion, en lahiper-
plasia adenoidea |l os cambios son menos pronunciados, pues
las condiciones inmunorreguladoras necesarias parael man-
tenimiento de lapoblacién delas células B estan estables. Se
creequelarazon de esto esqueel epitelioreticular estdmenos
afectado en la inflamacion adenoidea que en la amigdalina.®

Efecto en la funciéon inmunolégica de
pacientes programados para amigdalectomia
Las funciones inmunolégicas de las amigdalas y las ade-
noides han propiciado una serie de argumentos contra la

adenoamigdalectomia. Existe una gran controversia en
cuanto a los beneficios de la extirpacion de un tejido cro-
nicamente inflamado, dada la posibilidad de eliminar una
fuente local importante de defensa del huésped.’® La pre-
guntade si la extirpacion de amigdalas y adenoides afecta
laproteccion delaviaaérea superior causando cierto grado
de inmunodeficiencia contintia siendo tema de debate.
Varios investigadores han comprobado una disminucién
en las concentraciones de inmunoglobulinas posterior ala
adenoamigdal ectomia, mientras que otros no han encontra-
do cambios significativos; sin embargo, diversos estudios
sugieren que este procedimiento quirdrgico no modifica
el desarrollo inmunolégico del paciente hasta el punto de
llevarlo a un estado de inmunodeficiencia.®

Adenoamigdalectomia. Criterios y
justificaciones para su realizacion
Laamigda ectomiaesuno delos procedimientosquirdrgicosmas
frecuentes en Estados Unidos, y representalasegundacausade
cirugia ambulatoria, con més de 530 mil procedimientos qui-
rdrgicos ef ectuados anual mente en nifios menores de 15 afos.*
Las dos indicaciones mas comunes de amigdalectomia
son cuadros de faringoamigdalitis de repeticion y trastornos
respiratorios del dormir, en particular el sindrome de apnea
obstructivadel suefio (SAOS). Ambos pueden af ectar sustan-
ciamente lasalud y la calidad de vida del nifio.1?1718

Justificacion

Existe poca informacion acerca de las diferentes subpobla-
ciones linfocitarias del tejido amigdalino y de su capacidad
funcional en un tejido linfoide crénicamente expuesto a
multiples estimulos, muchos de los cuales son de origen
infeccioso (amigdalitis recurrente).

Al explorar las principal es caracteristicas fenotipicas de
loslinfocitos T provenientes del tejido amigdalino, asi como
su funcion, podria conocerse a mayor profundidad el tipo de
respuesta inmunol égica de un érgano linfoide secundario.

Este conocimiento seria relevante, ya que permitiria, al
menos tedricamente, contar con un mayor nimero de elemen-
tos cientificos para indicar la amigdalectomia a determinados
pacientes.

Hipotesis
Este estudio tiene un caracter descriptivo acercade | as subpo-
blaciones linfocitarias en €l tejido amigdalino; por tanto, no
puede plantearse una hipétesis con magnitud y direccién.
Se cree que algunas de las subpoblaciones de linfocitos
T tienen menor capacidad de respuesta a la estimulacion
antigénica. Dicha hipofuncionalidad es un punto relevante a
considerar en el tratamiento quirdrgico de un paciente.
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Objetivos
Generales
1. Identificar las principales caracteristicas fenotipicas
y funcionales de los linfocitos T CD4+ y CD8+ vy las
células dendriticas de las amigdal as pal atinas de nifios
programados para amigdal ectomia.
2. Vaorar el efecto terapéutico que puede tener dicha
identificaciéon en la toma de decisiones del procedi-
miento quirdrgico.

Especificos

1. Estandarizar la metodologia para la obtencién de
células mononucleadas del tejido amigdalino.

2. Identificar la frecuencia de linfocitos T CD4+y CD8+
y subpoblaciones de células dendriticas en €l tejido
amigdalino.

3. Detectar lafrecuenciadelinfocitos T CD4+y CD8+
antigeno especificos.

4. Medir la capacidad funcional de los linfocitos T
CD4+y CD8+ con base en su habilidad para producir
perforinay granzimaA.

Pacientes y métodos

Serealiz6 un estudio prospectivo, observacional y transversal
gueincluyé a 10 pacientes en edad pediétrica con indicacion
de adenoamigdal ectomia. Debido alaedad delos sujetos, se
pidio a los padres o tutores que dieran su autorizacion firman-
do unacarta de consentimiento informado. Este protocol o fue
aprobado por el Comité Institucional de Cienciay Bioética
del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias |smael
Cosio Villegas.

Criterios de inclusion

Se incluyeron en el estudio los pacientes de 2 a 14 afios de
edad, de uno u otro sexo, que reunieran loscriterios paraque se
lesrealizaraamigdal ectomia o adenoamigdal ectomia, siempre
que sus padres o tutores firmaran el consentimiento informado.

Criterios de exclusion

Se excluyeron los pacientes que sufrian aguna enfermedad
sistémicau otraformade inmunodepresién; alos que estaban
programados para amigdalectomia por causas distintas al
objetivo de este trabajo (sospechade neoplasiao afeccion lin-
foproliferativa); a los que tenian inmunodeficiencias u otros
trastornos inmunoldgicos y a quienes sus padres o tutores
no aceptaron firmar la carta de consentimiento informado.

Realizacion de la amigdalectomia
1. Previaanestesiageneral eintubacién orotraqueal, se
colocaron campos estérilesy abrebocade Mc lvor a

-

paciente, quien debia estar en posicion de dectbito
supino.

2. Seidentificaron las amigdalas palatinas y con la pinza
de Allis se tomé el polo superior de la amigdala iz-
quierday se mediatizo; sehizo unaincisiénenel plica
triangularis con bisturi falciforme y se disecé con
tijerade Knight hastaencontrar el plano subcapsular.

3. Secontinué la diseccién con disector de Hurd hasta
el polo inferior, y se extrgjo la amigdala con el asa
de Tyding.

4. Se hizo hemostasia con pinza bipolar en los sitios
sangrantes del lecho amigdalino y, de ser necesa-
rio, se colocaron puntos hemostaticos con sutura
catgut 3-0.

5. Se palparon las adenoides; a ser obstructivas, se
retiraron con adenotomo libre o de canastilla.

6. Serealiz6 el mismo procedimiento en la amigdala
derecha.

7. Se hicieron lavados con solucién en la nasofaringe
hasta que se obtuvo agua de roca.

8. Se verificd la hemostasia y se dio por terminado el
procedimiento quirdrgico.

Inmediatamente después de haber retirado la amigdala
palatinaizquierda, seleentregd alaenfermerainstrumentista
quien, con laayudadelaenfermeracirculante, ladeposito en
medio RMPI 1640 suplementaday estéril, proporcionado en
un inicio por personal del servicio de inmunologia integra-
tiva del Instituto. La enfermera circulante entreg6 el tejido
recolectado a dicho servicio, donde se procesd en un lapso
no mayor a 60 minutos.

Obtencion de células mononucleares
palatinas

Una vez realizada la amigdalectomia, los especimenes se
colocaron en un tubo plastico de 50 mL en medio de cultivo
RPMI 1640 frio hasta su procesamiento. Dado que laviabili-
dad del tejido disminuye con el tiempo, hay que procesarlos
en un tiempo méaximo de tres horas.

Se transfirieron las amigdalas palatinas a un plato de
Petri con 20 mL de medio de cultivo RPMI 1640 suple-
mentado (10% de suero fetal bovino, 2% de HEPES, 10%
de L-glutamina, 10% de penicilina-estreptomicina, 10% de
aminoécidos esenciales, 10% de aminoacidos no esenciales
y 10% de piruvato de sodio).

Se cort6 €l tejido amigdalino en pequefios fragmentos de
2 a3 mm con tijeras de diseccion.

Con la ayuda de pinzas de diseccion estériles, se transfi-
rieron |os fragmentos de tejido amigdalino a un colador me-
talico que tenia una malla de 60 pm. Se efectuaron pequeios
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movimientos circulares con el émbolo estéril de unajeringa
de 3 cc parahomogeneizar €l tejido y facilitar el paso de las
células. Se adicionaron 1 a 2 mL de medio de cultivo cada
vez que fue necesario.

Se colocd un filtro para células (marca Falcon, 10-pum)
en un tubo coénico de 50 mL y se pasd a través de éste la
suspension celular con la finalidad de eliminar el resto de
los fragmentos tisulares.

Se transfirid la suspension celular a tubos conicos de 10
mL que contenian 3 mL de Ficoll-Hypaque (densidad 1.077)
y secentrifugaron durante 30 minutosa 1,700 rpm. Seacelerd
y desacelerd sin freno.

Se colectaron las células mononucleadas de la interfase,
se descart6 el sobrenadante y se resuspendi6 el boton celular
en RPMI 1640 suplementado a una concentracién de 1x10°
células/mL.

Seevalud laviabilidad celular por el método de exclusion
del colorante azul de tripano.

Identificacion de subpoblaciones linfoides y
mieloides en el tejido amigdalino

Para identificar la frecuencia de las poblaciones de células
linfoides y mieloides en el tejido amigdalino se utilizaron
anticuerpos dirigidos contra los siguientes marcadores de
superficie: CD3, CD4, CDS, CD11b, CDI11¢, CD19, CD20,
CD40, CD80, CD83, CD86, CD123y HLA-DR.
Protocolo de tincion: se incubaron las células durante

15 minutos a temperatura ambiente con 50 pL del coctel
de anticuerpos previamente disefiado. Después, las células
se lavaron con bufer salino-fosfato (PBS) y se fijaron en
paraformaldehido a 1%. Las muestras se adquirieron en un
citometro FACSAria (BD Biosciences) y se analizaron con
el programa FlowJo (Tree Star).

Identificacion de linfocitos T antigeno especificos

Se resuspendieron las células mononucleares palatinas a
una concentracion de 1 x 10° células/mL en RPMI 1640 su-
plementado y se sembraron en placas de cultivo (Costar) de
24 pozos. Se adiciond anticuerpo anti-CD154-APC humano
(previamentetitulado), al igual que monensinay brefeldina (2
UM [5 pg/mL], concentracion final) a cada uno de los pozos,
segunlacorrespondenciacon el disefio experimental deseado.
A los pozos que requirieron estimulacion se les agregd 1 pL
de enterotoxina B del estafilococo (SEB). Se incubd la placa
durante 12 a 24 horas a 37°C, a 5% de CO,. Al terminar €l
tiempo deincubacidn se continud con el protocol o detincion.

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

Se resuspendieron las células mononucleares palatinas a
una concentracion de 1 x 10° célulassmL en RPMI 1640

suplementado y se sembraron en placas de cultivo (Costar)
de 24 pozos. Se adicionaron anticuerpos anti-CD107a-PE

y anti-CD107b-FITC antes de la estimulacion antigénica.
Para |os pozos que requirieron ser estimulados, se agregé 1
pL de enterotoxina B del estafilococo o 10 ng/mL de acetato
de forbol miristato (PMA, phorbol myristate acetate) mas 1
UM de ionomicina, de acuerdo con el diseflo experimental
deseado. Se incubé la placa durante seis horas a 37°C, con
5% de CO,. Al terminar el tiempo de incubacion se continud
con el protocolo de tincién.

Citometria de flujo multiparamétrica y protocolo
de tincion
1. Paralacaracterizacion fenotipicay funcional delos
linfocitos T antigeno especificos se utilizaron los si-
guientes anticuerpos dirigidos contralos marcadores
de superficie: CD3, CD4, CD8, CD45RA, CD45RO,
CD62L, CD69, CD107a, CD107b, CD154 y CCRY.
2. Paralacaracterizacién fenotipicade las células den-
driticas se usaron anticuerpos dirigidos contra los
siguientes marcadores de superficie: CD1a, CD11b,
CDl11c, CD68, CD123, CCR7 y HLA-DR.

Protocolo de tincion: se incubaron las células durante
15 minutos a temperatura ambiente con 50 pL del coctel
de anticuerpos previamente disefiado. Después, las células
se lavaron con bufer salino-fosfato (PBS) y se fijaron en
paraformaldehido a 1%. Las muestras se recolectaron en un
citometro FACSAria (BD Biosciences) y se analizaron con
el programa FlowJo (Tree Star).

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como proporciones y mediana e
intervalo intercuartilar. Se consider6 significativo un valor
dep<0.05.

Limitaciones del proyecto

Ladescripcion fenotipicay funcional delascélulasdel siste-
mainmunol 6gico delos 6rganos linfoides secundarios puede
ser mucho mas amplia que la propuesta en este protocolo;
sin embargo, se identificé la frecuencia de las principales
poblaciones de linfocitos T y B, asi como la frecuencia de
células T antigeno especificas del tejido amigdalino. De igual
manera, se hizo una caracterizacién fenotipica completa de
las principal es poblaciones de células dendriticas.

Consideraciones éticas

La entrevista, el estudio simplificado del suefio y el manejo
quirudrgico de cada paciente fueron los que indicé el Depar-
tamento de Otorrinolaringologia del Instituto Naciona de
Enfermedades Respiratorias|smael Cosio Villegas. El estudio
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no tuvo costo extra para ninguno de los sujetos, ya que la
institucion condond la cuota.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Ciencia y
Bioética en Investigacion, con el nimero B14-11.

Resultados

Poblacion de estudio

Seincluyeron 10 pacientes que reunieron | os criteri os especi-
ficos para practicarles adenoamigdalectomia. En el Cuadro 1
se muestran las caracteristicas demograficas de la poblacion
estudiada y los diagnosticos especificos.

La mediana de edad de los pacientes a quienes se les
ef ectud amigdal ectomiafue de seis afios; lamayoriade ellos
eran hombres (80%). Lamedianadel indice de masacorporal
(IMC) fue de 16.6, de acuerdo con laférmulapeso/(talla)2. El
grado de hipertrofia amigdalina, evaluada de forma prequi-
rargica, fue obstructivo (111 o 1V) en 80% de los pacientes,
en tanto que en dos fue grado 11.

El 60% de los pacientes estudiados tenia un diagndstico
prequirtrgico de rinitis alérgica, mientras que 90% refirio,
durante laevaluacién prequirUrgica, cuadros de faringoamig-
dalitis bacteriana de repeticién; 60% tenia ambos diagndsti-

cos. A ocho pacientes se les realizé adenoamigdal ectomia a
causa de hipertrofia adenoidea.

Cabe mencionar que 9 de los 10 sujetos estudiados tenia
sindrome de apnea obstructiva del suefio, diagnosticado me-
diante estudio simplificado del suefio. Esto se debe a que es
més probable encontrar pacientes con mayor nimero de co-
morbilidades eincluso de cuadros complicadosen un centro de
referenciadetercer nivel, como el INER Ismael Cosio Villegas.

Caracteristicas inmunoldégicas basales

La caracterizacion inmunofenotipica de las células mono-
nucleares palatinas se realizd6 mediante citometria de flujo
utilizando anticuerpos monoclonales dirigidos contra los
siguientes marcadores de superficie: CD3, CD4, CDS8, CD19,
CD20, CD45RA, CD62L, CCR7 e IgD. En la Figura 1 se
muestra un ejemplo representativo del tipo de estrategia de
analisis que se siguid para identificar las subpoblaciones de
linfocitos T (CD4+ y CD8+) y delinfocitos B totales.

En la Figura 1 se representa la estrategia de analisis mul-
tiparamétrico paralaspoblacionesdelinfocitos T y B totales:
A) las células mononucleadas totales se identificaron a partir
de un grafico de puntos de dispersion frontal (FSC, forward

Cuadro 1. Caracteristicas basales de la poblacion de estudio

Paciente Edad Género Peso(kg) Talla(m) IMC Gradode Diagnostico FAR Intervencion qui-
hipertrofia  derinitis rurgicarealizada
amigdalina  alérgica

1 9 afios M 46.7 1.44 225 111 bilateral Si Si  Adenoamigdalectomia
7 meses
2 8 afios M 50.4 1.45 23.9 1V der Il izg No Si Amigdal ectomia
9 meses
3 4 afos M 215 112 17.1 1V der Il izq No Si Adenoamigdal ectomia
8 meses
4 3 afios M 16.7 1.03 15.7 1V der Il izgq Si Si  Adenoamigdalectomia
11 meses
5 4 afios M 20.5 1.17 14.9 Il bilateral Si Si Adenoamigdal ectomia
11 meses
6 5 afios F 225 1.17 16.4 1V der Il izg Si Si  Adenoamigdal ectomia
11 meses
7 4 afos M 145 1.065 12.7 Il bilateral Si Si  Adenoamigdalectomia
2 meses
8 6 afios M 20 1.09 16.8 Il bilateral No No  Adenoamigdalectomia
8 meses
9 7 afos M 31 1.32 17.3 111 bilateral Si Si Amigdalectomia
8 meses
10 6 afios F 25 1.23 16.5 111 bilateral No Si  Adenoamigdalectomia
2 meses
Mediana 6.07 £ 2.1 22.0 1.17 16.6
(14.5-50.4) (1.03-1.45) (12.7-23.9)
M: masculino; F: femenino; IMC: indice de masa corporal; FAR: cuadros recurrentes de faringoamigdalitis bacteriana de repeticion.
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Figura 1. Andlisis de células mononucleadas pal atinas.

scatter)vs dispersion lateral (SSC, side scatter)y) apartir de
unaventanade células vivas se selecciond laventanapositiva
parael marcador CD3 (linfocitos T totales); C) apartir dela
ventana de CD3 se identificaron los linfocitos T CD3+CD4+
y CD3+CD8+ (positivosaladoblemarca); y d) apartir dela
ventana de células vivas se hizo un grafico de puntos de CD3
contra CD19 para identificar a los linfocitos B (CD19+). Se
analiz6 un minimo de 10° eventos.

El Cuadro 2 muestra la frecuencia de cada una de estas
subpaoblaciones que se analizaron en los 10 pacientes. La
frecuencia de linfocitos T totales CD3+ fue de 18% + 2.4,
con una relacion CD4:CD8 igual a 5.02; en tanto que la

Cuadro 2. Frecuencia de linfocitos T y B en el tejido amigdalino

Pablacion Frecuencia (%)

Linfocitos T 18 £ 2.49
Linfocitos T CD4+ 73.9+8.3
Linfocitos T CD8+ 14.7+£5.2
Linfocitos B 329+113

frecuenciade linfocitos B totales en el tejido amigdalino fue
de32.9% + 11.3.

Posteriormente, seanalizo lafrecuenciadelas cuatro prin-
cipales subpoblaciones de memoria en que se puede clasificar
aloslinfocitos T unavez que han reconocido antigenos pro-

Linfocitos T CD4+

Linfocitos T CD8+

Temra | Virgen

<

M '

wy y :
= Memoria Memoria
G| efector | central

CD45RA

CD62L CD62L

~CD62L

Figura 2. Expresion de marcadores especificos de linfocitos T.

venientes de patodgenos: 1) linfocito T efector terminalmente
diferenciado T,,,.,, 2) linfocito T virgen, 3) linfocito T de
memoria central y 4) linfocito T de memoria-efector. Esta
clasificacion de los linfocitos se baso en la expresion de los
marcadores CD45RA, CD62L y CCR7 (Figura 2).

En la Figura 2 se observa el perfil fenotipico de linfocitos
T dememoria. A partir deunaventanadelinfocitos T totales
(CD3+) se hizo un grafico de puntos de CD45RA contra
CD62L. Con base en la expresion de estos marcadores se
identificaron cuatro subpoblaciones de memoria: 1) T, ..
(CD45RA+CD62L-), 2) T virgen (CD45RA+CD62L+), 3)
T,c (CD45RA-CD62L+) y 4) T, . (CD45RA-CD62L-). Se
analizé un minimo de 10° eventos.

En el Cuadro 3 se enlistan los datos de los 10 pacientes
referentes alafrecuenciade cadaunade estas subpobl aciones
de memoria, asi como a la intensidad media de fluorescencia
para el marcador CCRY.

Mediante una estrategia semejante se analizaron las
subpoblaciones de memoria en que se puede clasificar a los
linfocitos B que se localizan en los foliculos linfoides de la
amigdala. Este andlisis se baso en la expresién de los mar-
cadores CD38 e IgD (Figura 3A y B). La expresion de IgD
en el linfocito B se utiliza para identificar a los linfocitos B
maduros. Se encontrd que 54.6% * 3.7 de los linfocitos B
expresan a la IgD en la superficie.

En la Figura 3, al graficar el perfil fenotipico de linfoci-
tos B de memoria, se observa: A) a partir de una ventana de
células vivas, se realiz6 un grafico de puntos de CD3 contra
CD19/CD20 para identificar a los linfocitos B totales (CD3-
CD19/CD20+); b) a partir de una ventana de linfocitos B
(CD3-CD19/CD20+) se hizo un dot plot de CD38 contralgD
para detectar las células de memoria. Con base en la expre-
sion de estos dos marcadores se identificaron las siguientes
subpoblaciones: células virgenes (Bml: 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+/-); C) a
partir deunaventanadelinfocitos B totales (CD19/CD20+) se
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Linfocitos T CD4

Paoblacion

Frecuencia (%)

Toc 30.3 (29.2-54.6) 1,130 (896-1,829)
Virgen 4.8(2.7-8.2) 3,481 (2,623-4,043)
L 5.7 (2.7-9) 3,295 (2,786-4,144)
T, 56.4 (38.9-62.4) 1,234 (916-1,521)

La cifras representan: mediana (min-max).

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

CCR7 IMF (unidades arbitrarias)

Linfocitos T CD8

Frecuencia (%) CCR7IMF (unidadesarbitrarias)

16.9 (6-25.3) 1,921 (1,132-2,740)
20.0 (15.9-36.9) 4,527 (2,929-5,553)
33.6 (27.3-51) 4,488 (2,129-4,847)

335 (10.5-51.6) 705 (503-826)

Linfocitos B

A) 2 15
Bm3-4 Bm2’
en | Bm5 Bm2
8 temprana
Bm5 Bml
tardias
479
CD19/CD20
B) C)
Wl
o
8 42.3)/\\ . 577

IgD

Figura 3. Perfil fenotipico de los linfocitos B.

efectud un histograma para medir la expresion del marcador
IgD. Se analiz6 un minimo de 10° eventos.

El Cuadro 4 muestra el resumen de las frecuencias de
linfocitos B de memoria evaluadas en los 10 pacientes in-
cluidos en el estudio.

Frecuencia de linfocitos T CD4+ antigeno
especificos en el tejido amigdalino

Una vez caracterizadas las distintas subpoblaciones en los
linfocitos T CD4+, se procedié a evaluar la frecuencia de
linfocitos T antigeno especificos mediante un ensayo que
valoralaexpresion del marcador CD154 (CD40L). Después
de cuatro horas de estimulo con la enterotoxina B del esta-
filococo (SEB), se midio la expresion del marcador CD154
en la superficie de los linfocitos CD4+. Los resultados mues-
tran que 5.3% de los linfocitos T CD4+ expresan CD154 de

s

Cuadro 4. Frecuencia de subpoblaciones de células de memoria
presentes en los linfocitos B
Pablacion Frecuencia
Bm1 6.2 (4.9-7.6)
Bm2 27 (10.7-36.5)
Bm2 8.12 (7.9-8.4)
Bm3 + Bm4 36.0 (33.9-55.4)
Bmb5 tempranas 9.8 (9.2-14.0)
Bmb tardias 6.7 (5.7-10.5)
Lacifras representan: mediana (min-max).
15 - ) p=0.004 .
I 1
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Figura4: Expresion de CD154 en linfocitos T CD4+.

manera espontanea 'y 9.8% después de la estimulacion con
SEB (Figura 4).

En la Figura 4 se identifica el grado de expresion de
CD154 enlinfocitos T CD4+. Las células mononucleadasto-
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talesfueron estimuladas durante 12 horas con laenterotoxina
B del estafilococo en presencia del anticuerpo monoclonal
anti-CD15-APC. Durantelas Ultimas cuatro horas del cultivo
se agregd brefeldina y monensina con la finalidad de inhibir
la secrecion de proteinas intracelulares (CD154). Después
de 12 horas de estimulo, se cosecharon y se tifieron las cé-
[ulas con anticuerpos monoclonales dirigidos contra CD3 y
CD4. Las condiciones experimentales incluidas fueron: I1C,
control deisotipo; basal, células cultivadas durante 12 horas
sin estimulo; no estimulo, células cultivadas en presenciade
brefeldina y monensing; y estimulo, células cultivadas en
presencia de la enterotoxina B del estafilococo, brefeldina y
monensina. Las barras de error muestran lamedia + desvia-
cion estandar (n = 5).

CD107a y b se expresan en los linfocitos T
CD8+ en respuesta a la enterotoxina B del
estafilococo

Con lafinalidad de identificar la capacidad funcional de
degranulacién y citotéxica de los linfocitos T CD8+ acti-
vados con enterotoxina B del estafilococo, se analizaron
simultaneamente la pérdida de perforinaintracelular y la
expresion membranal delas moléculas CD107ay CD107b.
Las células mononucleares palatinas fueron estimuladas
durante cuatro horas con enterotoxina B en presencia de
brefeldina y monensina (inhibidores de la secrecion de
proteinas). Después de la estimulacion, las células se tifie-
ron con anticuerpos contra CD3, CD8, CD107a, CD107b
y perforina. Los resultados indicaron que la expresion de
CD107ay b se incrementa a partir de los 30 minutos de
estimulacion para alcanzar su maximo nivel alas cuatro
horas. La expresién de CD107ay b mostré una relacion
inversa con la expresion de perforina intracelular. Estos
resultados sugieren que loslinfocitos T CD8+ son funcio-
nales, se degranulan y pueden eliminar células infectadas
(Figura 5).

Caracterizacion de células dendriticas de origen
mieloide y plasmocitoide presentes en el tejido
amigdalino

Las células dendriticas (CDs) participan en la respuesta
inmunol égicainnatay adaptativaatravés de unagran varie-
dad de mecanismos. Su principal funcién esla presentacion
de antigenos a los linfocitos T; sin embargo, ésta puede
variar segiin la localizacion de las células. En este trabgjo
se evalud lafrecuenciay el estado de activacion de las dos
poblaciones principal es de células dendriticas, las mieloides
y las plasmocitoides. La caracterizacion fenotipica de estas
poblaciones se realizé con base en la expresion de los mar-
cadores CD1a, CD1c, CD11b, CD11c, CD123y HLA-DR.
Los autores identificaron que en células mononucleadas

45
40+
351
301
251
201
15+
10+

Porcentgje de linfocitos T CD8+

1 2 3 4 5
=B Perforina =& CD 107ab

Figura 5. Capacidad de degranulacion de linfocitos T CD8+ del tejido
amigdalino. Las células mononucleadas fueron estimuladas con PMA/I1O
in vitro durante 4 h en presencia de brefeldina, monensinay anticuerpos
monoclonales dirigidos contra CD107a y b. Al final del tiempo de incubacion
las células fueron cosechadas, lavadas con PBS y permeabilizadas parala
tincién de CD3, CD8y perforina. Las barras de error muestran la media +
desviacion estandar. N = 5.

palatinas totales la frecuencia de células dendriticas miel oi-
des (CD1at+CD11c+HLA-DR+) esde 1.39% + 0.3y la de
dendriticas plasmocitoides (CD1a+CD123+HLA-DR+) es
de 0.19% + 0.09 (Figura 6).

En €l andlisisdelas subpoblaciones de células dendriticas,
como se observa en la Figura 6, se identificaron las células
totales del tejido amigdalino a partir de una grafica de puntos
de dispersion frontal (FSC, forward scatter) vs dispersion
lateral (SSC, side scatter). Seconsideraron célulasdendriticas
plasmocitoides las que coexpresaron el marcador CD123 y
el antigeno de leucocitos humanos (human leukocyte anti-
gen) HLA-DR, y como células dendriticas mieloides las que

Celulas dendriticas
plasmocitoides

Celulas dendriticas
mieloides

HLA-DR
HLA-DR

0.0507]

CDl1c CD123
Figura 6. Andlisis de las subpoblaciones de células dendriticas presentes
en el tejido amigdalino.
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coexpresaron el marcador CD11cy HLA-DR. Semuestraun
experimento representativo.

En el Cuadro 5 se enlistala frecuenciatotal de cada una
delassiguientes poblaciones; HLA-DR+, CD11b+, CD11c+,
CD11b+CD11c-, CD11b+CD11c+ y CD11b-CD11c+; este
andlisissellevé acabo apartir deunaventanade célulasvivas
como un control de las frecuencias de las subpobl aciones de
células dendriticas estudiadas posteriormente. También se
identificé que del total de las mieloides o convencionales,
23.1% =+ 3.6 correspondeacélulasCD11c+CDl1atHLA-DR+,
las cuales se consideran precursores directos de las células
dendriticas intersticiales.

En el Cuadro 6 se muestra el estado de activacion de las
diferentes poblaciones de este tipo de células con base en la
expresién de los marcadores CD40, CD80, CD83y CD86.

Cuadro 5. Subpoblaciones de células dendriticas identifi-
cadas en el tejido amigdalino

Poblacion Frecuencia (%)

CDlat+CD11c+HLA-DR+ 1.39% + 0.3
CDlat+CD123+HLA-DR+ 0.19% + 0.09

Cuadro 6. Andlisis de marcadores de activacion en CDmy CDp

Poblacion

IMF (unidades

arbitrarias)

Células dendriticas mieloides (CDm)

CD40 158 (102-310)
CD80 328 (322-412)
CD83 581 (416-904)
CD86 320 (238-346)
Células dendriticas plasmocitoides (CDp)
CD40 219 (162-367)
CD80 244 (138-405)
CD83 1,577 (709-3,109)
CD86 477 (350-848)

La cifras representan: mediana (min-max).

Discusion

El objetivo de este trabajo fue inmunofenotipificar las dis-
tintas poblaciones de células inmunol 6gicas presentes en el
tejido amigdalino de nifios con indicacién de amigdalecto-
mia. Primero se estandariz6 la metodologia necesaria para
la obtencion de las células mononucleares a partir de tejido
amigdalino, y posteriormente se midio la frecuencia de las
principales poblaciones inmunol 6gicas que participan en el
desarrollo de la respuesta inmunitaria adaptativa (linfocitos

-

T totales, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, linfocitos
B totales, células dendriticas mieloidesy células dendriticas
plasmocitoides).

Las amigdalas palatinas son érganos linfoides secun-
darios que forman parte del sistema MALT y representan
la acumulacion 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 se utilizan como fuente de un gran nimero
de células. Las células mononucleares son aisladas por frag-
mentacion del tejido amigdalino y después 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 pequefias estructuras |lamadas
foliculos, localizadas en la periferia o corteza del 6rgano
linfoide. Unavez queloslinfocitos B presentesen el foliculo
han sido expuestos a un antigeno, este foliculo desarrollara
unaregion central llamada centro germinal, cuya principal
funcion es la produccion de anticuerpos. Los linfocitos T
se localizan en zonas mas periféricas pero adyacentes alos
foliculos, en lallamada paracorteza, en donde hay unagran
cantidad de células dendriticas que |e presentan antigenos
alos linfocitos T. Esta ubicacion depende principalmente
de laexpresion de los receptores para quimiocinas CXCR5
y CCR7.% Las células linfoides (linfocitos T CD4+, lin-
focitos 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 escamo-
so de la amigdala. Los autores midieron 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, es decir, tres
veces mas alto delo observado tradicionalmente en lasangre
periférica. Aungue las amigdalas palatinas son una fuente
ricade células del sistemainmunoldgico, también hay una
gran cantidad de tejido conectivo que dificulta su recupe-
racion; sin embargo, lafrecuenciade linfocitos T CD3+ es
semejante alainformada por otros autores, si bien el radio
CD4:CD8 es superior al observado en la sangre periférica.
Una posible explicacion paraeste fendmeno es que unavez
que un linfocito T CD4+ reconoce un antigeno presentado
por unacéluladendritica, éste regula positivamente laexpre-
sion del receptor para quimiocinas CXCR5 y puede migrar
al foliculo en donde se localizan los linfocitos B. Al estar
juntas estas dos células (linfocitos T CD4+ y linfocitos B)
interactian, haciendo que el linfocito T CD4+ madurey se
diferencie en unacélulaT cooperadorafolicular (follicular
helpert cell, T, cell). En este estadio, €l linfocito B yaes
apto para reconocer antigenos presentados por las células



TALAYERO PETRA JA'Y COL.

dendriticasfoliculares, por o que podramigrar alaperiferia,
en donde se diferenciard en un plasmablasto extrafolicular
y dard origen alos linfocitos B de memoria, para después
regresar al foliculo, incrementar su proliferaciéon y formar
el centro germinal.?”?® Por esta razon, la existencia de un
gran nimero de linfocitos T CD4+ en la amigdala palatina
es fundamental para el desarrollo, diferenciacion de los
linfocitos B y produccion de anticuerpos adecuados.

Desde €l punto de vista inmunoldgico, la exposicion a
patégenos o a vacunas induce memoria inmunitaria, lo cual
tiene como finalidad reducir la morbilidad del individuo. Este
tipo de memoria se distingue por cambios en € ndmero y
distribucion de los linfocitos con la finalidad de proveer mejor
proteccion contralos patégenos. En las células, los cambios
vinculados con lamemoriainmunol 6gica dependen de cam-
bios epigenéticos en los linfocitos B y los linfocitos T para
permitir una respuesta efectora mucho mas rapida y eficiente.
Lamemoriainmunoldgicaen lascélulas B esmediadapor dos
poblaciones principal es: las célul as plasméticas, responsables
de laproduccién de anticuerpos (memoria efectora) y las cé-
lulas B de memoria (memoria central), las cuales funcionan
como precursoras delas células plasméticas.®® Loslinfocitos
B son producidos por la médula 6sea a lo largo de la vida.
Su desarrollo sigue dos fases que se manifiestan en distintos
sitios: 1) ladiferenciacion de un precursor de linfocito B en
un linfocito B virgen maduro a partir de una célula hemato-
poyética, que tiene lugar en lamédula ésea; y 2) la madura-
cion de estas células en células de memorial/efectoras en los
organos linfoides secundarios.®* Los linfocitos B maduros
con receptor de células B (BCR) funcional dejan la médula
0Osea, llegan alacirculacién periféricay recirculan entre los
diferentes tejidos linfoides para morir en unos pocos dias.
Loslinfocitos B virgenes que reconozcan un antigeno en un
6rgano linfoide secundario iniciaran el desarrollo del centro
germinal en colaboracion con los linfocitos T CD4+ .28
Despuésde variosrounds de proliferacion antigeno especifi-
ca, estas células B generan linfocitos B de memoriay células
B efectoras o plasmablastos. L os plasmablastos se establecen
en 6rganoslinfoides secundariosy terminan su diferenciacion
en células plasmaticas secretoras de anticuerpos.®

En este trabajo se utilizaron los marcadores de superficie
CD19, CD38, IgD y HLA-DR para clasificar a los linfocitos B
en multiples subpoblaciones de memoriallamadas Bm1-5: cé-
lulas virgenes (Bm1: IgD+CD38-); células virgenes activadas
(Bm2: 1IgD+CD38+); células pre-GC (Bm2; IgD+CD38++);
células GC (Bm3-centroblastos y Bmd4-centrocitos, ambas
son IgD—CD38++); y células de memoria (Bm5: IgD—
CD38+/-).%2% Laprincipal funcién de estas poblaciones de
linfocitos B de memoriaeslaproduccion de anticuerpos anti-
geno especificos de alta afinidad, asi como su capacidad para

responder a una segunda exposicion antigénica con mayor
rapidez. Los linfocitos B virgenesy los de memoria pueden
circular en la sangre periférica; sin embargo, la mayor parte
deloslinfocitos B de memoria permanecen en el epitelio de
lazonamarginal del bazoy las amigdalas palatinas.®®

El desarrollo de memoria inmunoldgica para los linfo-
citos T es muy semejante a de los linfocitos B; comienza
cuando el receptor del linfocito T (TCR) reconoce un com-
plejo antigeno-MHC (major histocompatibility complex) en
una célula presentadora de antigeno en un érgano linfoide
secundario.®”® Multiples sefales del receptor del linfocito
T y las moléculas coestimuladoras favorecen la activacion
y diferenciacion de éste en una célula efectora. El nimero
de linfocitos T efectores alcanza su méximo en siete dias,
aproximadamente, y después muere 90% durante la fase de
contraccion inmunol 6gica. En esta fase solo sobreviven los
linfocitos T de memoria.* Los linfocitos T de memoria son
heterogéneos y se han descrito al menos cuatro subpobla-
ciones principales con base en el perfil de expresion de los
marcadores CD45RA, CD62L y CCRY7: linfocitos T virgenes
(CD45RA+CD62L +), linfocitos T de memoriacentral (T
(CD45RA-CD62L +), linfocitos T de memoria efector (T,,,)
(CD45RA-CD62L-) y linfocitos T de memoria efector que
expresaCD45RA (T, ,) [CD4SRA+CD62L-]. Los linfocitos
T de memoria efectores expresan el receptor CCR7 que les
permite migrar a otros tejidos durante la respuesta inmuno-
logica inflamatoria, asi como citocinas IFN-y, IL-4 ¢ IL-5
y grandes cantidades de perforina® Los linfocitos T, no
producen citocinas, pero tienen gran capacidad proliferativa;
expresan CCR7'y CD62L., por lo que también pueden migrar
aotrostejidos. Algunoslinfocitos T, ., igualmente expresan
perforina, pero su capacidad para proliferar es todavia mas
limitada; de hecho, se ha propuesto que esta subpoblacién
se genera en respuesta a la proliferacién homeostética mas
guealaproliferacion mediadapor estimulacion antigénica.®
En este trabajo se identificaron las cuatro poblaciones de
linfocitos T de memoria en el tejido amigdalino. Los linfo-
citos T, predominan en el compartimento CD4+, mientras
gue los linfocitos T virgenes abundan en el compartimento
CD8+. Loslinfocitos T CD4+ y CD8+ desempefian funciones
distintas en los 6rganos linfoides secundarios, |0 que puede
ser una de las razones por las que se identificé 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 dos
ensayos funcionales. Primero, se midi6 la frecuencia de
linfocitos T CD4+ antigeno especificos, y posteriormente
se evalud la capacidad citotdxica de los linfocitos T CD8+.
CD154 es un marcador de activacion que se expresa tran-
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sitoriamente en la superficie de los linfocitos T CD4+ que
han sido activados via TCR.* El andlisis de este marcador
permite identificar una subpoblacion de linfocitos T CD4+
antigeno especificos aun cuando su capacidad para producir
citocinas sea limitada. Este ensayo sblo se habia realizado
en células mononucleadas de sangre periférica; ésta es la
primera vez que intencionadamente se utiliza para medir la
frecuencia de linfocitos T CD4+ antigeno especificos en el
tejido amigdalino. Estos resultados mostraron que 5.3% de
loslinfocitos T CD4+ expresan CD154 de maneraespontanea
y 9.8% después de cuatro horas de estimulacién del receptor
del linfocito T con enterotoxina B del estafilococo. La medi-
cion de la expresion de CD154 en la superficie del linfocito
T CD4+ es realmente confiable cuando se compara con la de
otros marcadores de activacién, como CD69, debido aquela
expresion de este ultimo marcador puede verse influida por
las citocinas presentes en el medio de cultivo, fenémeno que
no sucede al medir CD154. Este ensayo realizado en células
mononucleares palatinas demuestra que, de manera basal,
5.3% deloslinfocitos T CD4+ expresa CD154, y este porcen-
taje se incrementa después de la estimulacién. La expresion
de CD154 en el linfocito T, esimportante, ya que favorece
el desarrollo de los centros germinales y la produccién de
distintos isotipos de anticuerpos por los linfocitos B.%4 Se
ha propuesto queloslinfocitos T CD4+ en el centro germinal
migran alazonaparafolicul ar paraestar en estrecho contacto
con los linfocitos B. La interaccion dependiente de CD154
gueocurreentreloslinfocitos T y B estimulalaproliferacion
inicial de estos ultimos, favoreciendo su posterior diferen-
ciacion en plasmablastos y células plasméticas productoras
de anticuerpos.®® Se considera que con este tipo de ensayo
pueden identificarse linfocitos T CD4+ que cooperan con los
linfocitos B paralaadecuada produccién de anticuerpos, asi
como linfocitos T CD4+ antigeno especificos. Esta informa-
cion esrelevante, puesto que las células mononucl eares pal a-
tinas pueden utilizarse para otro tipo de ensayos funcional es
en los que se eval Ge la respuesta inmunol 6gi ca adaptativa.
Otra de las poblaciones de linfocitos T que participa
directamente en la respuesta inmunol 6gica adaptativa es
lade los linfocitos T CD8+. Los linfocitos T CD8+ tienen
dos funciones principales una vez que han reconocido un
antigeno especifico: producir factores solubles (citocinas y
quimiocinas) y mediar lamuerte de las células blanco (célu-
lasinfectadas o transformadas). Los linfocitos T citotdxicos
eliminan alas células blanco através de dosvias principales:
ladependiente de granulos (perforinay granzimas) y lainde-
pendiente de granulos (Fas-Fas ligando).* Laviadependiente
de granulos no requiere la sintesis de novo de las proteinas
efectoras, yaque éstas se encuentran almacenadas en granulos
liticos localizados en el citoplasma.* Los granulos liticos
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son lisosomas complejos que expresan en la membrana
algunas glucoproteinas 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 pueden identificarse mediante citometria de flujo
cuando loslinfocitos son estimulados con ionomicina.® Una
vez que €l linfocito T CD8+ ha sido activado y los granulos
[iticos a canzan |amembrana plasmética parafusionarse con
ellay liberar su contenido, puede medirsetransitoriamente la
expresion de CD107ay b. En este ensayo de degranulacion
se observé que 30 minutos después de la estimulacion de
las células mononucleares palatinas, los linfocitos T CD8+
expresaron CD107a/b, alcanzando un maximo a las cuatro
horas. La expresion de estas moléculas en la membrana
plasmética de los linfocitos T CD8+ mostré una relacion
inversa con la expresion de perforinaintracelular, esto es, a
mayor expresion de CD107a/b en la superficie, menor es la
expresion de perforinaintracelular. Estos resultados demues-
tran 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 tanto, de eliminar células infectadas por patégenos o
células transformadas.

Por ultimo, se estudiaron las células dendriticasdel tejido
amigdalino. Estetipo de células se encuentraen précticamente
todas las areas del cuerpo, como: piel, faringe, eséfago su-
perior, vagina y también en las superficies mucosas, como la
via aérea superior y el sistema digestivo.* Participan direc-
tamente en la respuesta inmunol 6gica adaptativa, ya que su
principal funcion esla presentacion de antigenos aloslinfo-
citos T.# Una vez que una célula dendritica ha reconocido
un antigeno, incrementala expresion de algunos marcadores
de activacién como CD40, CD80, CD83y CD86, ademéas de
gue produce citocinas como |L-12.484°

En estetrabgjo, se estudiaron primero dos distintas pobla-
ciones de células dendriticas, las mieloides (mDC) [CD11c+]
y las plasmocitoides (pDC) [CD123+], y posteriormente se
evaluo su estado de activacion con base en la expresion de
los marcadores CD40, CD80, CD83y CD86. Los resultados
demuestran que en el tejido amigdalino hay 1.39% de células
mieloides y 0.19% de células plasmocitoides. Las primeras
son células que producen IL-12 e IFN-y en respuesta a esti-
mulos microbianosy, por tanto, favorecen el desarrollo deuna
reaccion inmunolégica de tipo TH1, mientras que las plas-
mocitoides producen IFN-a, B y ® en respuesta a infecciones
de origen viral. Ambos tipos de células dendriticas median
resistencia a las infecciones una vez que han internalizado
aun patogeno (bacteria o virus); se activan, maduran y pre-
sentan antigenos a los linfocitos T para iniciar |a respuesta
inmunol 6gica adaptativa. En este estudio se encontré mayor
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expresion de marcadores de activacion en la subpoblacion
de células plasmocitoides. Es posible que este resultado sea
consecuencia de la mayor frecuencia de infecciones de vias
aéreas superioresdeorigen viral ocurridas durante lainfancia.
Se desconoce si puede identificarse un perfil de activacion
distinto en amigdalas no hipertrdficas o sin antecedentes de
faringoamigdalitis de repeticion.

En este estudio se demostré que los linfocitos T y las
células dendriticas del tejido amigdalino son funcionales
a pesar de haber cambios microscépicos especificos en las
criptas amigdalinas, producto de unaamigdalitis crénica por
cuadros de faringoamigdalitis de repeticion. Esto hizo que se
reevaluara la posicion de los autores expresada en la hipo-
tesis, en la que se presuponia que, debido a una inadecuada
estimulaci én antigéni ca ocasionada por |os cambios cronicos
yadescritos, lafuncionalidad delas células estudiadas podria
verse alterada. En algunos estudios se refiere que hay una mo-
dificacion cuantitativa en las subpoblaciones de linfocitos Ty
B que, junto con los cambios cronicos en €l epitelio reticular
amigdalino, sugiere anomalias en la capacidad funcional final
del tejido amigdalino crénicamente estimulado; sin embar-
go, en este estudio se comprueba de forma objetiva que tal
disfuncionalidad no existe. Los resultados obtenidos son de
sumaimportancia, puesto que no hay estudios previosen los
gue se demuestre objetivamente dicho estado funcional de
los linfocitos T CD4+, CD8+ y CDs en un 6rgano linfoide
secundario tan rico como las amigdalas.

Existen criterios clinicos especificos, ademas de que se
busca evitar comorbilidades a largo plazo, para pacientes
que si son aptos y necesitan un tratamiento quirdrgico para
mejorar su nivel de vida. En estos casos, €l retiro de un te-
jido inmunol égicamente activo y funcional no implica que
se condenara al paciente a un estado de inmunodeficiencia
crénica, puesto que existen centros inmunol 6gicos en otras
areasdel cuerpo que pueden soportar |os embates antigénicos
y proveer una respuesta inmunitaria adecuada y suficiente.

Conclusiones

Loslinfocitos Ty las células dendriticas son funcionalesen €l
tejido amigdalino apesar de existir unaestimulacion crénica
ocasionada por cuadros de faringoamigdalitis de repeticion.
Contrario a lo que se ha informado en la bibliografiay en
nuestra hipétesis rechazamos que se trate de un tejido dis-
funcional en mayor o menor grado.
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