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RESUMEN 

La prevalencia de las enfermedades alérgicas ha aumentado, y no hay teorías que 

expliquen su etiología satisfactorrar:n~nte. En los procesos alérgic;os. l()Só linfoéitos CD4+ 

secretan citocinas Th2 que _fa;orecen una respuesta inmune humoral. No e_xiste un 

marcador de membrana especifico para células tipo Th2. Se han ide~tificado células 

CD4+ que expresan una giicoproteina de 70 kDa reconocida pC:Ír la; lectina de .amaranto 

(ALL+) que poseen trans,'cri!'?s para citocinas tipo Th2. Para saber la fUnción de los 

linfocitos CD4+ALL+ en, ei:·fenómeno alérgico, se analizó la expresión de los linfocitos 

CD4+ALL+ en sang're -venosa periférica de pacientes con alergias respiratorias. 

comparando los r;,,sultados con individuos no alérgicos. Se ~bservó que los pacientes 

alérgicos expresan u;~·14%.de linfocitos CD4+ALL+ tras Ún estimulo policlonal y 4% los 

individuos sanos no--alérgicos; se comprobó una_ poladzación de citocinas Th2, definido 

por la relación IL-4/IFNy; en los linfocitos CD4+. Posteriormente se analizó la expresión de 

CD4+ALL+ en difere~tes enfermedades i;;lérgicas, así como en diferentes estados de 

activación del proceso alérgico, los resultados».mostraron que en la dermatitis atópica, 

hubo un aumento significativo de linfocitos CD4+ALL+, cuando se comparó con la 

dermatitis de contacto. Para determinar si esta subpoblación celular se encontraba 

asociada con los estados de activación de la enfermedad alérgica, se hizo un análisis de 

correlación, donde los linfocitos CD4+ALL+ se relacionan directamente con los linfocitos 

CD4+CD30+ e inversamente con los linfocitos CD4+CD62L+, lo que indica que esta 

subpoblación celular se asocia con otras subpoblaciones relacionadas a estados de 

activación. En este trabajo, se identificaron marcadores de activación. ~-n li.nfociÍos. CD4+ 

en la dermatitis atópica que no se identificaron en los procesos alérgíC::os respiratorios; lo 

que sugiere la existencia de dos mecanismos diferentes para el desa·rrollo del fenómeno 

alérgico. En los padecimientos confinados a la mucosa; re_spiratoda, se encontraron 

diferencias en la expresión de CD80 en las células presentad;;,ras de antígeno, lo que 

sugiere que esta molécula está involucrada en el desequilibrk> Th2> Por último, se 

encontró que el CD30 se expresa en blastos CD4+ qu'e. no están en apoptosis .Jo que 

sugiere que podrian tener una función __ en la génesis y perpetuación . de los procesos 

alérgicos. 



ABSTRACT 

The prevalence of atopic diseases has. been increasing en the last dec::ides, however 

there is no. ene· unique theory ableto ~xplain its eti9l~gy"mechanisms.;o.ri_theaUergic 
processes,. Co4+ T •. IY.rTlPhÓcytes seein .. to be the •responsable ceUs on\med.iatng a Th2 

unbalanced •• ~riving the• immune system!to...;a;ds ·él humoral i•ll"lm.un~ respi:m-se. There is 

no a membrane ¡;_;;; ;,,arker abl~ t~·Íde[1tify;a.Tti2_sÚbpopulé)tion'. -&e·h~Y_'3 identified. a 

CD4+ lymphocytes·subset .that ·e>épreses a -70kDa membrane.gly~oprc)teif1 .. Íe!=ognized by 

the Amaranthus.JeucOcarps lecti~ (ALL+): and these CEOlllS havernRNA'ib'í'Th2 ~ytókines. 
To know the role of the CD4+ALL+ cell subpopulaticn, we analysed th~ eX~ressicm of this 

CD4+ALL+ subset en peripheral blood mononuclear cells frolTl ~ group Óf patients with 

airway allergic disorders, compared to a non-atopic group. We identified that the allergic 

group presented 14%, of the CD4+ALL+ subset after. a policlonal ·stiinulus and 4% the 

non-allergic group; also we demonstrated a Th2 polarization profile, definied by the 

IL4/IFNgamma ratio en CD4+ lymphocytes determined by ·ttie analysis of intracellular 

cytokine expession. We analyzed the expression of CD4+ALL+ subset en different kinds of 

allergic disorders and at different stages of the disease, we found that the porcentage of 

CD4+ALL+ was statistically significant greater in atopic dermatitis than in contact 

dermatitis. By other hand we analyzed the correlation between CD4+CD30+ and 

CD4+CD62L+ and CD4+ALL+, which means that ALLr molecule is expressed on activated 

cells. In this work, we also identified activation markers en CD4+ en atopic dermatitis, not 

identified on airways allergic disorders, which suggests that there could be two kinds of 

mechanisms, a) confine.d to the skin and b) confined to the airway mucosa. Moreover, on 

the processes confined to the airway mucosa we identified differences not en activation 

markers on CD4+· cells, but we identified differences on the costimulatory molecule COSO 

on antigen presenting.cells, which suggests that the Th2 unbalanced en these processes 

could be mediated by . these molecule. At last, we propase CD30 as a cell proliferation 

molecule expressed en CD4+ blast cells and could have a protection function against 

apoptosis, which could explain the generation and the perpetuation of the allergic 

response. 
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INTRODUCCIÓN 

En los organimos multicelulares las funciones celulares dependen de la 

comunicación intercelular, que puede.sera distancia. g. p~r.:Sc:i.11t_ac;t~ C:.Éllljl,a.~cEilula. 
Cuando la comunicación intercelular es· po~ 'e1·.C:or1tacto·Gélula~célula, los 

oligosacáridos que se encuentran . unidos a 1_~5. ,8.~oteí~~s 'de:,, ~embrana 
desempeñan un papel pr~porldf3rante eri/~~te ;tiiJ()'..<:I~ 'bon;i,unicélciém. Se ha 

descrito· que el· contacto entre estos. oligos~cá~idos;puedE?· rT1€Jdiar- ~rocesc:is como 

la coóperaci6n celular y el tráfico· ieüc0cit~~l$'~a6ia~ ~f~i;~ ·a~·i~~~maCión .. (R~sen, 
1993), la activación celular (Hernández et.a1._':2oo2) y JCÍ.'.ap;ptosi~ (Azuma et al., 

2002). La función de estos oligosaéáridos en lá'• re~pU(35ta i.r'linune ha tomado 

importancia gradualmente, desde el reconocimi\3r1tc, d(3>1os ~ru~os sanguíneos 

(revisado en Watkins, 1980) hasta el reciente de~cub~irnieríi:o ~de que ciertas 

proteínas glicosiladas de la superficie celular reg~lan la apoptosis (Azuma et al., 

2002). 

Los carbohidratos de las glicoproteínas regulan procesos celulares. 

Las glicoproteinas son compuestos biolÓgicos que se encuentran prácticamente 

en todos los organismos.•Est'3s ·• mC>1é6u1a~ se encuentran• en forma 'soluble o 

unidas a • mernbr~nas ·c;131~1ar~~;·:\~stán' 1f~sentes en la n1atri~; extrac;~lular o 

formando. pa~e.;~.€Jt~~i~?.~ ;,e~~a·9;~1ula?E?~ y entre· sus funC:ionE?si.~it.ií '.'regular la 

comunicación· •. irÍterc~l.~.lar:¡,La~· ufÍidades de. ca.rbohidratos de~ las glic;Óproteinas, 

exhiben ·ú¡:;a'. Va~iedad/rnuy\aÍ.,,pliaitaryto er;¡' tam~ño C()rrlO··~·en~· e,structura; la 

clasificación d.e 'e'~~a-.s ~acl~na~~-oligo.sa~arldicas de .'~5:~(iC:6'~r()t~i.:ias•se hace de 

=~~r:r~o0s :kin:ªl~f f~~~5~}1(~~iJ¿:~::· .. ~~::~:~t;;7jrLj~i~~~~f~fi:()d:u;r::~~:: 
es tipo N- 6u~~d~la."adl6ión.del carbohidrato N-acetilgluc~saÍnina (GIC:NAc) ocurre 

en un residu~··d~·;a·~~p;i°~~gina en la secuencia consenso Asn-X-'-Serrrhr, donde X 
'·,' ·~, - -·' . º,- . ',,-- , .•.• ,:, ' _-' 

puede ser cÚalquier'aminoácido excepto prolina. La N-glicosilación se lleva a cabo 
' • ' ' • - - o , ,_,: '~ '• ' 

en el retículo éndoplésrnico y tiene modificaciones en el complejo de Golgi. La 
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glicosilación de tipo O- sucede cuando la adición del carbohidrato N­

acetilgalactosamina (GalNAc) ocurre en un residuo .de ~miríoácido de serina o de 

treonina (Spiro, 2002)y este proceso se realiza .enel complejo <:1e. ~c;>lgi (Roth, 

::~:~·ic~:;· .. 9~~ª0~=~~~~~t()~~~().ifi~~~~~~~;~~~;;~~~i~~~;~d~~~i~~~~~c;.s¡~··· .· 
solubilidad;c~rg~ ;,¡1éarica: rTiasa:··t~maifo.y:v.i:>co.sidad de la ·prot~Ína .en:salllción; 

:::::;;~~i\E~~lt~t1f~ii~t~f J&~f~·~:s~kJffiSJ:1i,~~f~g~rü: 
de los' ~ll~Ó~~¿~;idbs':.~fiiá:~: '¡.e~~'i;;ir '"~i .\.rético. intiaceiular •d~ las.'/prbtt3ína~•.Y 
determinar la vida media 'de' '.las proteínas en circulación,\ . .:ilodificar ·i;;·us 

. - - :-- ... ··r;;«:.;.·· .-.. · •' 

propiedades inmunológicas,. modular la. actividad enzimática •Y tíarmonál,\ áctuar 

;~::~~~:t;;r~se:~~l=~=se~:'.~T;t~~·&abi:• ~n)~eracciones',init;¿rc~lu;irf~··cCi~··~nd 
Los procesos de glicosilación seéncuentr~n m.ediando fUncion€Js §úeya6''d;~dEl la 

:ec7ii~:::~:e1u7:~i~:~:=~~s~i¿rin;z(~:;;it~.i~Jar~~~jf~~'.~.0~~~~-:;~~n~~t~~~f ::j:~ 
estudios sobre oligosacáridos·en~proces§s·de acti~~C'ión él31'ú1ar;·~Ón~Í1focados· 

principalmente en · c~l~0léJ~'.J8;~f~~~E~iMi~~!));#¿.r].·i~.~:fü~J.~.(T~~e·•~.h.~~~;.reP,e>'rt~do 
cambios en la 0-:glic;osilación'dei:célul¡;¡s.l"~ur¡;¡nteJa:.acti~a.ciór¡ (VarkI et al.; 1999). 

=~:o~:;z~Y~~~~iY~~1:~f 1~~%~~~~~~~~l~~;~i~~s~b:t~: 
celulares (Piller;et'a1.~; ;19aaj;••Seha .• obseíl/ada:én: Ún rnbdelo rl'lurino;que después 

de la e ini~C:~iÓ.'i'{{~.~b;::; ;~1\:,,ir~s :ele I~ ~~ricirne¡_:;Í¡:,gitls . llnf~cítÍba;' Í3ÜÍri~nt~ el 

reconocimieritc!. dé'iinfodtos T coa+ por la lectiná PNA. (Aractiishypbg~eii'); PNA 

es u ria lecti;,~ qJEi reconoce a la galactosa en posición terminal nó red~ctorii en 

estructuras Ó-g.licosidicas. por lo tanto. el aumento en el reconocimiento de estos 

linfocitos;, sú¿iere que . las estructuras glicosiladas fueron expuestas durante la 

activación celular por la acción de sialidasas (Galvan et al .• 1998). 
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Las glicoprotelnas de membrana también regulan procesos de transducción de 

señales, tal es el caso del CD22 en los linfocitos B. El CD22 es una glicoproteína 

transmembranal expresada principalmente en los linfocitos B maduros que 

reconoce _específicamente al ác:;iªc:i.·~si¡3!ic() _ co.n enlaces a2,6. El CD22_participa 

directamente en los proces;os dé regulación negativa en la transducción de _señal a 

través del BCR (Cister y _Goodnow; 1997). En un estudio sobre linfocitos B que 

carecen del dominio tipo-l_ectinaen el CD22, se observan modificaciones tanto en 

el movimiento de calcio intra~elular como su propia fosforilación_ en el mom~nto de 

activación a traves.de1'sCR, lo que indica que el dominio de lectina de1CD22 es 

necesario para l.Jn~ ~oríeC:ta ·inhibición de la activación éelular (Jin et al., 2002). 
- ' 

Además, se 'ha obseni.ado en las células que la, expr~s;ión _de mo_léculas de 

membrana favorece~n·procesos de adhesión celular eri;el_.fenórneno de '.'homing", 

que consiste~erí ·c:¡ué- los. linfocitos se unan a superficies e.,doteliales para migrar 

del compartimiento intravascular a órganos linfoides. secúndarios. Estas _.células 

endotelialés s~ ~r{~i:i~riú.,;n específicamente en las véíll.J1a'~' de ~ndcitelio alto 

(Stamper y •Wood~uff, .1997): - son de forma· cuboidal ~ s¿s ~~~erficies están 

revestidas con glicopr6teínas para adhesión y transrl,igraciÓrÍ celular (Kansas, 

1996). 

~ ' . ; 

Errores en la• glicosilaéión favor~cen patologías. 

La glicosilación es un mecanismo que- parti~ipa estrechamente con el sistema 

inmune, principalmente generandci glicoproteín~s _en la membrana celular cuya 

función determina desde el contacto de célula con célula hasta el reconocimiento e 

infección por microorgaismos (Reyes-Leyva et al., 1997}. En ~1;6asodelvirÜs de! 

HIV, éste utiliza la maquinaria de glicosilaéión del hospedero pafcié1~ip¡.C,i~~c'iórÍ de 
, ........ ,,_,.,_. . " 

potenciales sitios antigénicos, (Reitter et al., 1998); otro ejempio; es el caso de 

células infectadas por el virus de la hepatitis B que han sido tr.,;:tadas· con el 

inhibidor de glicosilación desoxinojirimicina, en donde se ha demostrado 

interferencia en el plegamiento de proteínas de envoltura virales y disminución de 

la virulencia (Mehta et al., 1998). También se ha descrito que los errores en la 
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glicosilación generan procesos patológicos (Lowe, 2001; Schachter, 2001 ), por 

ejemplo, el potencial metastásico que se observa en carcinomas de ratones 

atimicos, e.s atribuido a los errores en la glicosilación de las muc_inas y que al 

incub;;ir. las .• células tumoré]les con 1:>enzyl~a-S3alf'Jj\c;_~(i':1~l:!ipj~c::>Lcl.E'lfa~"~;-_glLC::c:).5.i_l~~iC:,n) 
disminuye el potencial metastásico (Codington .:and • Haa"'.il<, __ 1_9S!?V En· las 

enfermedades autoinmunes se observa una autóasociadón de' losH3nticuerpos, 

mecanismo responsable . del daño; se han,' reciliz~d~o é~tud}o~ •• cieLr:ij~t~gÉ!~esis 
dirigida contra·el,,domi~io CH3 de····la '.1gG3,:,cio.nd~ .~~-rej.¡:;~e~:·e;l··,~itiCi. ele 

· glicosilación yºse?ciem'u~stra• un'a•·'.reducciórWsignificativ~/de 1ala'l'.ítoasocfación_ de 
estas· anticu~ri:>as; 10 ~~e; ~~giere ~~~1as·~~;~~dtL;a¡;' ~1iC:6si1~·c1~'si ~stá~.rliediando 

:~t70:u:°;;;¿~!iJr~=~1k~~-~=~rr·:~~~-r~e.Jade:··~;¡~.r~;~E.'.~e .h!-~~ncantrada que 

~~::~aud1·~~¡~,tf l:t~?~:::iclt1:11°::;~t1'?}~~~jt1f~~?~it~'iSº~~:r1t;~~f 1ªE~ .. 
relación con rilc::i1éC:u1as de adhesión ;(ií.ie; se''iexpresan . en el p~oé:~so de 

inflamaciórl, '1as selectinas ··(proteína~ cc!ín•ci6~ir1Íc::ide l~c;tinCl),'' son dei particular 

irnporta[lcia para regular lo¡; mecanis~cisci1;tadtie;;iÓn y rodamiento·celul~r ~obre 
el endotelio; dirigir el influjo d~ neuti-ófilos~ 11:>~ sitios de inflamaC:ión, unié~dose 
específicamente él sus ligandos (ca~bohid,rat()s) C:órresp6f1dientes (Rosse, 1993). 

Las lectinas. 

Las funciones biológicas de los oligosacáridos se dividen en dos grupas·, el que se 

refiere a las propiedéldes estructurales y el que se refiere al reconocimiento 

especificó ,de estructuras : glicosicliC:¡,¡~ . por~ otras prC>teínas, de rl1embrana con 

función de leictinas.Deintro de lás f~ni'ionesde las lectinás de membrana, estén la 

regulación de la migraciÓn y Cldhesión celular y la unión de bacterias a células 

epiteliales (Lis y Sharon, 1986). 
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Tabla 1. Funciones de los carbohidratos en las glicoproteínas. 

Tipo Función Ejemplo Referencia 
Fisicoqulmicas Regular la estructura protéica NGFR* Chapman et al. 

1996. 
Estabilizar la conformación de Glicoforina-A Pieper, 1996. 
la proteína. 

ai: Proteger de proteolisis. CD55; mucinas Kramerov et 
1996; Coy ne et al. 
1992. 

Regular el tráfico intracelular y GF-11; Glicoforina-A Daughaday et al, 
localización de las 1993; Ugorski et al, 
glicoprotelnas en la célula. 1993. 

Biológicas Determinar la vida media de la Hormonas Drickamer. 1991; 

glicoprotefna en circulación. glicoprotéicas:LH, EGF Hooper et al, 1996; 
Hajjar y Reynolds. 
1994. 

Modificar las propiedades Sistema sanguíneo Watkins. 1987. 
inmunológicas de las proteínas. ABO 
Modular la actividad 0nzimética HCG, eritropoyetina Malzlik eiaf."19_s_9_ 
y hormonal. Takeuchi y Kobata. 

1991. 
Actuar como receptores de Selectinas Kansas. 1996. 
membrana. 
Participar en las interacciones IL5 Kodama et al, 
intercelulares. 1993. 

• NGFR: Receptor del factor de crecimiento neuronal; CD55: Factor acelerador del decaimiento; 
GF-11: glicoforina-11; LH: hormona leutinizante; EGF: factor de crecimiento epidérmico; hCG: 
hormona gonadotropina coriónica humana; IL5: interleucina 5. 

Las lectinas que son proteínas o glicoproteínas importantes para la identificación 

de oligosacáridos. se han convertido en un elemento esencial en el estudio de los 

carbohidratos de membrana (Lis y Sharon, 1986; Lis y Sharon, 1998) y su 

utilización ha servido también para el aislamiento. de receptores de membrana en 

linfocitos' ¿N1Cli6hCl1o~ís';i\}1987)'.t< can e1. ··uso de 1ectinas,•; 50 :-han · iaeritificado 

subpob1~6i?~"eí~'i '.;b~f§:J'.iii~~,t~·· 5~-· 'asociación .. con, • pro~~sos ;~19tf:,,aduración ···y 

activación. cé1~1¡,¡f;:¡)~_ítejeíiTIPki, ··.se ha observado ·8~~ .1~·: lectiná?cie.Arachis 
hypogaea· .. _(PNA) irec(¡noce''especificamente galactos.a terminal i en la estructura 

GalJ31,3GalN~6'pr~~e~t~~n tÍmocitos de la corteza timica'cR.·~is~e~et.~/., 1'975a) y 
'. . . o._-·" · .• '· ~,-:.::. _;;. -... , - ' ··,., - . ,. ,•.- .- ... ·' .. ···' - '-'-_c.",·- . -·;; , .. · ·-· ... '" : , 

es capaz de djstinguíi- lir:ifocitos CDS+ de memoria~(Galván fi¡ta'L, 1998); la lectina 

de Amaranthus 1/,iic~~arpiis · (ALL) especifica para GaÍNAc,\~i36onoce ti mocitos de 

la médula tírnica (Lascurain et al., 1994). La lecti~a d~ germen de trigo (WGA) 
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específica para .GlcNAc ha sido utilizada en la purificación de linfocitos B (De Dios 

et al., 1 986). La~ lactinas que reconocen el ácido siálico terminal en posición a2,6 

y a2,3 han demostr'3do ten~: p~trones de reconocimiento diferentes en cél~las.de 
timode.ratón;1a"1ebtini:Jcj'aMac~i~ ~rnurensis(MAA).quese une al ácido siálico en. 

~;gs;;i~;N:~·zj~;!J~~:~d~~~~;=,~~;;1!i;~:·p~~ff~~~;r~);!?~7;~;:º~:z:ªc~:~:~: 
et a1 .• ·. 1999)·;(Tabla2). · Las'lectinás se·•ha~ Litili,~adc;:i•para·daiidentificación· de. 

oligosaci'.iridos)i·?·procesos patológicOs:· p(,r:.efeifip1()'~1á;1~(;üna.·Acantiríiná ;¡;· .•. que 

reco~oce 9~() ~6etil. sialoglicoconjugados. es ~un;;i' bl~rri'~íéC:tí~ para identificar un 

marcador biológico en la leucemia linfoblástiC:a aguda (sinhá et al., 1999). 

Tabla 2. Lactinas, su especificidad y distribución celular. 

Lactina Especificidad Distribución celular 

PNA Gal Timocitos en corteza; 
linfocitos CDS+ de memoria 

ALL GalNAc Timocitos de médula 
WGA GlcNAc Linfocitos B 
SNA Neu5Ac a2,6 Timocitos en corteza 
MAA Neu5Ac a.2,3 Timocitos en médula 

La subpoblación celular reconocida por la lactina de Amaranthus leucocarpus. 

Se ha purificado de la semilla del amaranto (Amaranthus leucocarpus) una lactina 

(ALL) que es capaz de interaccionar con timocitos medulares murinos (Lascurain 

et al., 1994 ). con macrófagos murinos no activados (Gorocica et al., 1998; 

Maldonado et al., 1998) y linfocitos T.humanos (Lascurain et al., 1997). ALL es 

una glicoprot.eina de3~ ~º.ª. esp~cifica Cparalos anUge11os T yT0 (Gal 131,3 

=:~3:i!;~~~8isfüf ~~i~iti4~:~t~~~11~:~::~~~~ºE~;~: 
humanos (L¡;;.scu~;3iíl .él al .• ; 199i):}Medi.;.ílt~ ~~o~.;.tc:lgr.;.fía de afinidad se ha 

demostrado que· la mc:llécula recon6cid;,¡ perla lectina ALL es una glicoproteina de 
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membrana que pesa 70kDa, el 20°/o de su masa son carbohidratos Y está 

constituida principalmente por ácidos glutámico y aspártico, serina, prolina Y 

glicina; su porción glicosidica contiene principalmente sitiosp~tenciales de 0-

glicosilación; por Jo que se considera que·Ja gliC:op'rotei~.,;· recol1~cida·por ALL es 

una proteína tipo mucina (Porras et al., 2000).'. 

La glicoproteina reconocida porALL se er,ic;~~~}'-~:.~~;1?~'~i.1Tl?~tt'.6~<·~edulares de 

ratón, lo cual fue identificado.mediante ensayos··de:•histoqUímica·y la.subpoblación 

reconocida fue preferentemente éo4+:. 10Aé:iuE!'.-;;;·L19i'eret-que. se trata de Üna 

glicoproteína presente en linfo~itos T· co4:+;~rÍ·~·¿,¡¡-;.;,a~:El¡;,¡pas d~ ,; mad~ración . - . . . . . . , ' ~ '--.•. - .·. - ·,-,,.,,, ''•' . ,, ",,· -· 

(Lascurain et al., 1994). En cúanto a.su función: en'modelo murino se realizaron 

ensayos de induc~i~r,i de apbptosl~ 'C:~riYCiei~a;:i=i~t~sona y se demostró que Jos 

ti mocito!? ALL+ 5()~:;.-e~ist~n.i~~ :8':aí'cipí9~¡~i}j'.\1yarez: 2001 ·): 

En sangre p¡;:r~férica de irÍcli~Íck1,os s~ncis, se _en.;oritró que aproximadamente el 5% 

de los. linfoé::ito~'co4~:fÍ.J~r'()r'í;ALL-i- (L·a~~ui~in. et ii1~. 1994 ). Utilizando la técnica de 

RT-PcR' enÜntcidt6~;+C:o4fagJútir1a~o~;~on l~_JecÚna de amaranto, se lograron 

amplificar transC:ritos pá~a JL-4 e JL-:1 O pero no para IL-2 ni para IFNy, lo que 

sugiere que s()n .C:é1u1~s T Co4+ con un pátrÓ~ de citocinas tipo Th2 (Chávez, 

1999). 
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ANTECEDENTES 

El fenómeno alérgico. 

Se define como alergia a la manifestación clii:!ica de una ,.fiipe_rsen_sib!lidad 

mediada por lgE. En las últimas . décadas, · los padecimientos alérgicos han 

aumentado y no hay teoria {qu~ ~xplíc:¡u€::~'3ti;,f~~tC>~i~rnéntE!, la~etiopatogenia de 

estos padecimientos. ·Dentro d13 la patología. ató pica} sé han descrito las funciones 

de la citocinas secret~d~s ~a?;,I'~~'~ céll11~·~;f ·.p-o1~ .. ~/. ~~ . ;fir~a -~lJ·e'.: existe·. un 

que hay dos tipo;, 

:~=~~~~~~ts~~1-~~f~~t~~~~~~t~l5~)=~~1~-S~t- respGes'ia ·••ín~u-ne.·ceill.1a·r.· .. mientras 

que los .. linfoC:itos '. -yh2~·· favorecen r•e: .ug ... nu· ª1. a· ·.·c·1róen·s .. p_m·. u_ ••• uit-~u--.~_•a§_.m·;·,e~'n·~.tme··.··~-'~·n;rahl·,·b·; .,•_yt· .. a.'.'_.r·1ea'c~(tMre;-Íu•. ra~1slletays 
subpoblacio;..;es'.c:'e1u1~~~5·'existe'úna . .. . 
Leo. ·1998).:.\:-:·~·.:~·- '":,·. :~·;~··. · ..:: --~--~-' ' -

. -·. 

Otros atJto~es ~~g~ ¡:i~C>puesto que los linfocitos. 'bS~:;.. : no deben Clasificarse 

solamente ell t:!~tos dos grupos. celulares en virtud, clel colli;;tante dinamismo que 

existe en la r~s~uesta inmune (Kelso, 1995). E~ 1~:¡;;1~-~gi~. s~ ha descrito que los 

linfocitos có4-t:'"'e:Stán activados, y la activació~~~~c::~;:;:;~~ña,de una d_isminución 

del CD62L aunado. a la expresión de las molécLJla:;; é:oácf CD25, CCR5, las cuales 

no se encuen~ran en los linfocitos de los indi;;_iduo~ 5·.¡nC>s:(Garfias et al., 2001 ). En 

estudios realizados en muestras - de lavad¿,f.'bronciUioalveolar de pacientes 

alérgicos, sé' id'en~ificó que los linf()(:;itÓs co4~·~~()1-'í·1a ;f)rii'i1cipaLfuerite de citocinas 

IL-4 e IL~5.1Cl que CCl~llev<3 al des~qlJilibriCl haciaTh2 (L~e :;t a1:.•2001; RClbinson et 

al., 1992). Otros<esttJdios realiz~dos en epitelio bro~qJiaÍ de paCientes con asma, 

mostrara~ m~dÍa;,t~ I¡;¡; técnica RT-PCR in situ, transcritos para ~rot~ínas que sólo 

se encuentran·~~ 'cé1ú1é!s en estado de activación (Sagara et al., 2002) lo que 

sugiere qué en.el fenómeno de alergia hay una activación celular. 
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Apoptosis y alergia. 

Desde que se iden!ificó ,que los linfocitos Tt11 son más sensibles a la muerte 

celular indu'cida por sóbreactivación que los linfocitos Th2 (Zhang et al., 1997), se 

han realizado • '3sttJdi6s ~u'3 ~.:i~ieren que la ,resistencia a la apoptosis en las 

células quepártic,ipari'3ri' e'ic:fE!sequilibrio haciaTh.2, e~unfenómeno asociado a la 

~;~~:í~:~ªj~17~,¡J~i~ff~fEffifj,~:~~tfa~:,~:;~~f¿~jzt:::i~n q~: 1:º:~:;;.::nd:e1~: 
- _, ~' ~' J:~- ~, 

pacientes alérgicosieni'.comparaciÓn conilos.déindividuos sanos (Druilhe et al., 

1998), defos~~arÍclo'·~u~;¡~~'~bsiiiófi1(;~,cj~ilos p~cientes están protegidos contra 

apoptosis, ~i¡;~·;g~;-,;~~:Ci6{; lifatC:,~J!?¿:'Tobtenid'os .•de lavado broquioalveolar de 

pacientes con'asÍTla)~lér!;Jic<:); se demostró mediante RT-PCR una disminuci.ón en 

la expresÍón d·~ {;~~sC::;iioi;de F~s ~.Fas ligando (CD95/CD95L), dos mo1éC:u1as 
• • ' > ~ .... •• -~ •• ·- • .,,·.-' ~ ' • '.-' -. - • _. • •• ' • .- ' ·- .. •• 

necesarias 'pa'ra indUC:::ir ·¡:;,úerte celular por activación; por consiguiente, af realizar 

ensayos de ~C::tiv~C::i6'~i(:c;;, IJn 'anticuerpo anti-Fas en los mismos ;i~f'oC::itÓ~. no. 

hubo indlJc~iÓri dE!·a~6~~'osis ·(Spinozzi et al., 1998), sugiriendo ciue 1~'di1'i~inución 
en la síntesis del las ~roteínas (Fas/FasL) podría explicar la persi~ienC::ia de estas 

células c:iorrio C:~ú~;,l delfenómeno inflamatorio en el asma bronq~i~I. ',;, . - ,, . ' . '.- ' 

En resumen, é'n;lo~ padecimientos atópicos hay un predorninÍÓ d~ dtocinas,tipo 

.Th2 prodlJcido p~eferentemente por los. linfocitos CD4~•y ~sta~·~C::é1~i~s0 Th2,son 
resistente~'.<1Ja apoptosis; esto sugiere un ... me~anismdecp6r;e1 C::u~I~ E;1.p~;jceso. 
alérgico puede desarrollarse y mantenerse: Sin. emb~~~;, ~;:)' se ha E:n6'ontracfo el 

marcador fenotípico que identifique a células"~n-i2. lo que limita el estÚdiÓ d~ la 

subpoblación celular y su participación éin:';1af~e~'3ración y ~antenirTli~ntéi:de. la· 

alergia: Por otra parte, los linfo~itd~ cio4+~;.'eéonocidos por' ALL en individuos 

sanos son del tipo Th2, según el patÍÓri . de citocinas que producen. (Chávez. 

1999), asimismo, la. subpoblación .. recon~·~ida por esta lectina distingue a células 

resistentes a apoptosis en timo (Alvarez , 2001 ). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Considerando que en el proceso alérgico hay un predominio de linfocitos Th2 Y 

que éstos son resistentes a la apoptosis y que la lectinif de a-marant6 reconoce 

linfocitos tipo Th2 y las células reconocidas por esta lectina se encuentran 

protegidas contra apoptosis, nos permite plantear la siguiente: 

HIPÓTESIS 

Los linfocitos CD4+ reconocidos por la lectina ALL están involucrados en el 

proceso alérgico 

OBJETIVO 

Analizar la frecuencia de los linfocitos CD4+ reconocidos por la lectina de 

amaranto en el fenómeno alérgico. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar la frecuencia de los linfocitos CD4+ALL+ durante la áctivación 

celular in vitro, en la enfermedad alérgica en ~ornparciÓn con individuos sin 

enfermedad alérgica. Determinar si exl~t~ aso~iaclón d~ ICl; Ji~fo~itos 

2. ~~t::;~n~: :~np~~c:~:~::~- linfocitos -co4~0.A.1-Li en diferentes procesos 

alérgicos, en diferentes fases de la_ enferrr{eC:t.;¡á-y·e;~fi;ít;1~6er;,u ásociación 

con otras moléculas de activación celular: : · i';r ~§ 
3. Determinar las diferencias de marcadores de. ~e~b~an'~ de linfocitos CD4+ 

en diferentes procesos alérgicos, en distintas,fases-de-la enfermedad. 

4. Evaluar en cultivo celular, la apoptosis asoch:ld~''a I~ e)(presión del CD30 en 

linfocitos CD4+ de pacientes alérgicos_ p~ra UtiHzarlo como referencia en el 

estudio de la subpoblación celular CD4+ALL+. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Pacientes. En el primer grupo se incluyeron 1 O pacientes con asma moderado Y 

rinitis alérgica, los testigos fueron_ 1 () ir,ic<:l~~Ld~~~=~irl~~ªle~gia. El segundo grupo 

estuvo integrado por 28 pacientes que fuero11_distribuidos de la siguiente manera: 

4 con rinitis no sintomática, 4 con rl~iÚs ~C:ti~~:.5.ccin ~~ma moderado y 5 con 

asma grave; 5 con dermatitis ató~ica.y-1.5 ~or·(c:!~~~ii.titis d~ contacto. El grupo 

testigo fue constituido por 4 int'.::tiviciuos si~ ci1·~.rgia\E:1.t~i-C;er grupo fue organizado 

:eod1:ra:i:u~e;t~nd:~dnue~!:s~Zo~~fg~j~~i~~~t¡·~t1il~:i~fu:i:~g~:::ro::mpaora~~:!~: 
clínica, por los antecedentes her~do~!ari=íililii~i;~{.;;óí.··ci~~~i-a en primer grado y. por 

pruebas de laboratorio·. y gabinete (ab-~i~%S""séritas).;::rac:lo~ losp~cierites,tuvieron 
>>_

3
1

0
5

0
% dUel/meo

1
,sinófilos en mobo_11~~~1;\~fÓo/~;,;:~~-;eop'.;sr.·uine·-~b.·fia1,l~s:~.-: .•. •_ic.~.•unt}á~~nfena_.~5~"ef1gE sérica 

coproparasitoscópicc:l~ }·.n~gktivos, ; > < .·.·. ,· . < •. < po~itivas a 
Dermatophagoides · pterony~-;;;(;úii•;:y/'(, 'ii .. ro~~ farii?~e.icA11;,;~~t~;:,ci ;( MéxiC:o). Los 

pacientes con dermatitis : de ~\C:6'~t."12i6'¿ .. ,jJ~;:;;;.; ~ p_biiti~ci~' ':~·· 1--i1'g~·~¡; • evaluados 

mediante la prueba del :parche CTrde~T~st): (GlcÍ)cb-Wefborri~)f ¡;¡•\;72 é tí:.' Para la . . ~.; ' . . - ' ' : . . . ' :.,. ;(. . ' ..... ' "' .. . . . ; - . '• . . . 

clasificación del asma•.~e siguier~n·fos· crit~ri~~ •• ~~ la ·Americéln\T.h.or_acic•Society 

(ATS. 1987). Todos -'10~·! i~di~iáJ6s:fJ~rb~; i~f6~rri.;8os':Y/~~ -6btuv~i:u-na '. C:art~ de 

consentimiento. El protÓc()i~ fl.Íe.aprobado por "ei cómité. <:I~ Bi6~tiga 'dl31: Instituto 

Nacional de Enfermedades Respiratorias ·(Tablas 3-5): 

Tabla 3. Distribución de pacientes y testigos sanos en el grupo 1 

Grupo Edad (años) Tamaño de 
muestra 

Pacientes 28 ± 10 n =10 
Sanos 35 ± 8 n= 10 

P.C .. Pruebas cutáneas a Dermatophagotdes pteronyssmus 

13 

PC (mm) 

10 ± 3 
-

lgE sérica 

>300Ul/ml 
<100Ul/ml 
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Tabla 4. Distribución de los pacientes del grupo 2. 

n P.C. lgE Prueba Síntomas VEF1* Edad 
>300Ul/ml al Activos 

parche 
Dermatitis 5 Positivo Positivo NA Positivos NO 38±12 
Ató pica 
Dermatitis 3 Negativo Negativo Positivo Positivos NO 40±7 
de Contacto 
Asma 5 Positivo Positivo NO +/- 80- 35±10 
Moderado 100% 
Asma 5 Positivo Positivo NO Positivos <60% 34±15 
Severo 
Rinitis no 4 Positivo Positivo NO Negativos NO 25±5 
sintomática 
Rinitis 4 Positivo Positivo NO Positivos NO 30±3 
sintomática 
Individuos 4 Negativo Negativo Negativo Negativos NO 32±9 
sanos sin 
alergia 

P.C .. Pruebas cutáneas a Dermatophago1des pteronyss1nus y/o D. fannae. evaluac1on 15 min 
después de su aplicación; Prueba al parche, evaluada 72 h después de su aplicación. VEF1: 
Volumen Espiratorio Forzado al primer segundo. • Comparado con el valor de predicción. NO: No 
detectable. 

Tabla 5. Distribución de pacientes alérgicos e individuos sanos del grupo 3. 

Individuos n Edad PC* lgE (Ul/mL} Eosinófilos 
en sangre 

Con asma y 15 26±9 ++++ >300 >10°/o 
rinitis 
No alérgicos 7 35±8 Negativo <300 <1 O 0/o . PC: prueba cutánea a Dermatophago1des pteronyssmus . 

Anticuerpos. Se utilizaron anticuerpos monoclonales de ratón contra moléculas de 

células humanas, conjugados a ficoeritrina (PE), a isotiocianato de fluoresceína 

(FITC) o a QuantumRed (QR), contra CD3, CD30, IL-4, IL5, IFN-y (Pharmingen, 

San Diego, CA, USA). CD4-QR (Sigma, St Louis, MO, USA). Los anticuerpos 

utilizados como testigos de isotipo fueron lgG1 e lgG2b los cuales estaban 

conjugados a uno de los. siguientesfluorocromos: FITC o. PE .. 
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Obtención de células mononucleadas; De 8 mi de sangre venosa periférica, se 
obtuvieron las -células· mononucleadas (CMN) por el método de gradiente de 
densidad cc:in FicCÍll 1.07 (LylTlphc;;-prep, A)(i~-Shield, Oslo, Norvvay). Las células 

~ºº~:~~;J.~tiéE~j;~i~1~1t~~1~~l~Z~0Z·!~Sº1~~:t~1~0~~~~~;gZ·~~n~ed~:r~-~c1°:~~: 
::c~u~ó~ª=,~Jftt\f~ri~~~;@~~VJ~t~J~~t~!::0~S~G~~f.~6ilidélci••• pC,r·····~1 ·metodo de 

.. ; e'.~· :'; -' - ,-~~ .. ~~ - ·-·:~::; ·)~;~'.::"~;.,,·-~ ~~~~: ,.,;~ .. ~~: .. ·~,~:·~~·.~;>.;;; ,./•' .;-·.:: ~·,~· :· -·-· 

:i::::;~11Kf :~M~f i~f ~~bE.~~íÍ¡t::,~:;:.~:·::·:f if :"~:::~;: 
~~i7::~t:s e~u~~n~*~~~'f*2~~~?~~~¿6Jfijf1:~~¡:::P:::~:i~:~t:e d=L~ s~e~~:l~za~=~ 
ensayos de inhibiciólT•de• lá acti\,iélad aglutinante con GalNAc 0.2M (Sigma, St 
Louis, MO, USA) e~ PBS'cZentci',:;c);c1gg2). 

Triple lnmuno~uoreS,'cel1cia:: F'él,fa<reálizar ensayos de inmunofluorescencia, se 
incubaron e;.',<)o.~'.;'.91~'1~{:¿~&?~.p~i~~(;!rpos •• de ratón contra CD3; CD4, CD30, IL-4, 
IFN-y y con ·1a:iectini;i';~l:.L.:.biotirÍa ~urante 20 min a 4ºC en oscuridad. Las células 
se lavaran cibs \li:ic;;;'s''con, ~Ólución de/PBS ,con 0.2% albúmina. sérica bovina _y 

:~:~:~t~~&!~~~~~!iE~~~~Ji~~~.l~b~~~~;:~~s~~f:~ 
::~b::~g·~~(~~~t>~ff:t~~~~~~·~·~~Jt~~~W.~~\j~1j:.~~;j~~?~.!~~~J!~.i.~hibición 

\"<':.·-.~ • ~' • :·-;/ ,- ::··t~ • • • '<:~::•:;·,·~:'. _",• ' < e';.,- .. ~;;~}? <'.~ ~· ' :';":;:~"·. :. 

Citocinas lntra~~1~J~~~t C~i' e·ens~tae)r:~s(·PdM.~Aa)cytiv~1•0~cn¡o0;',nm~:· 1·cce1:n:luaj.fr5,::s .. "ex'¿r1:0:~iizC,arMoNn. in vitro 
con phorbo1-rr:;dist~to':'.;,;~~t~t6 . . . . . ,, .·· . . .. fueron 
colocadas eíl ~~j~~\:i~·~i1f:i~ó cie'4 po~6~~cbn tci;:;J;; pí.iir16;\/cu1ii~adas en 500µ1 
de RPMI. sJ~rern~iita~o>•b~n 10% d~ ~iJéii6 f~t~i' t:l~\ti~6··.•i~activado por calor, 
200mM de ¡_:.glutan:iína~ 1 CJomM de piruvato de sodio, 50µM de 2-mercaptoetanol, 
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1 OOU/ml de penicilina, 1 OO~tg/ml de estreptomicina. Las células se incubaron con 

25 ng/ml de PMA y 1 µg/ml de ionomicina en atmósfera de 5o/o de C02 a 37ºC 

durante 24 horas. 4 horas antes de finalizar el cultivo, .se agregaron 1 O ~Lg/ml de 

bref~Jdin~ A p~r~ i~~Eicii~~fa s~creción de citocina·5:-~CPo'ste;riofiTi~r:i-ti:;:'1ci~~c CMN se 

centrifuga~on a 1 zobr~rr; ~urarite. 7 minutos y !;e n:itirÓ el sobrenadante. Luego las 

células se incuba'ron'can JCi's anticuerpos contra Jos antígenos de membrana (CD3, 

CD4, co3o) él¿r~~t~~zc{.:nih ~4ºC. Las célúla~-5e lavarán con PBA y por segunda 

vez se incubaron con ÁLi..:'.::biotina dÜrante 20 mina 4ºC, se lavaron y se incubaron 

otros 20 min éoi-l'~ir'¡,;ptavi~iná cónjugada ~ Cychrome. Las células se lavaron. con 

PBA y se indu~~;ci~- 10 min con 200 µI de p-formaldehido al 4% en PBS, se 

lavaron dos v~~-~k ~-para permeabilizar las .membranas se resuspendieron en 200 

~LI de una sciJ~clÓn' de>saponina al 0.1 % con 10% de albúmina sé rica bovina en 

PBS; inCub¡;¡rÍd~'er-Í, agitación constante durante 15 min a temperatura ambiente. 

Las células s'e cerÍtrifl:igaron -Y se incubaron inmediatamente con Jos anticuerpos 

contra cit6d~-~~~-h1JrTl~nas (U.-::4 y l~N-y) durante 30 min a 4ºC. Las células se 

lavaron y fuerorl[analizádas en el citómetro de flujo FACScaliburTfvl. El análisis de 

citometrí~ ~eirEii~1·i~6•irl'I6~ Softwares CeJIQuest para McCintos~h y-WinMDI 2.8 

para pe:. t.:6'~.-z1~~~~1t~dcij<de• los análisis de citometría fueron evaluados 

estadrStic~mente,ipara•Jaéomparación entre dos grupos independientes por medio 

de t de Stúd~nt;':,;t¿~~i;ci~?Lna p~0.05 como valor estadÍ~ticam~nte significativo. 

Los medió~ d~ cÚJu~i:) ~~~trci;, reactivos utilizados en este e11s~yo fuercm adquiridos 

de Sigma (St\o~Ys?~p/ÜfuÁ) a ex;epción de los' anticuerp'6~/1a '1ectina ALL. 

Ensayo d~ p~oilf~r~;;¡{;'~ ~~Iu_lar alergeno-específico. 107,CMN ,diluidas _en 1 ·.mi de 

::M:;~&i~~!~~~~~@~~1E~EE;~;i~Z&:~t~+~~~!t~~1,ff ii:~p:~ 
resuspendíeror·~or -~' rr1l_.,_~e .•. medio. ~pMl •. •.slj.Plemen~ad_(:,, don::sÍ.Jero fetal-. t:iovino. 

~:ssu::l~1Zi~~~~~~~A{~r:i:lz~~r~jt2~··j~~:b~~Jlt~~-~~~~dh~e~e~~~:1 f~: 
medio suplementado; en placas de 96 poz()s con fon'dó plano (Nalgene Nunc 

Interational, Denmark) en üna atmósfera de .. 5% 'de C02 a 37ºC; las células se ____ .., 
TI:SIS -.. - -' 
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estimularon con diferentes concentraciones de Dermatophagoides pteronyssinus 

a diferentes tiempos pára definir l.;s ¿;ondiciones óptimasde proliferación celular., 

Las células estimuladas cori; ConA (2~ig/;;,I). a,72, h .fueron·. el testigo positivo de 
: - -. : . ' . , : . . ·:. ,. .. --- . '. . ·. '_'. ' . ' . . ' . - -. ,- ' . . . ·, -: ;· -... -- . - . ,- - . - . -,. .' ' ~ : ,. . . . .. 

~:~~::~ºc~ó:~·~[~~tdqt~it;~~~~7-~:B~1fr1~iiii~iF~:!;~fr~rrj-7¿~!~~~1~~~¡~:: 
:~:;:~:~~::~;·ei.i~~~~é~i~i:~;~tj~tr~~~~t~i~~ut~~~~~t~~~>:·c:.~;<:;1 .. •,~6/deri~ai~ ·.de 

_' ·_, ···'· -· ... : .:.·: :'. ··-.. :.' ·- ~--. _:: --:>:' - .. _ - ;._:.:: -. . -- - --- .. :. - '" '.-' : . . '. 

! •. i > .... ;;:~ • , · · ·. · {:<'. :~ .'.. ~;·: R·· ·.: ,x.; ,;,r.> . · ···· ·.··. '· 

:::·:.:~:::~t=~~~-~~;~~¡;.t~tiii{:~~~~~J=~i~i~}~~~~~~¡~;Jt:'~r:~: 
~~e:;i:>~~.\if :dwf r~~ª~~~Tu7!~~ªr(1~~.ª;l;L·~~~z~i~¿~~1Ü'f{~¿º~{\;~1~~:~eªri1td;fr~~ 
segundo método' corisis.tió·én útilizarel marcador 7.;;a'mirío:.:~'.ctinÓmiCina~D·(7AAD), 

,-_, _;_,.,_:._-. _;-.,,. -·:. _. ·. .. - . -.. '.'. ,_' ._,_'./·" .. ·-':~·;<:·.(·,;_ ~'~:-:.·,·,./-· .:;·~,;,:_·:- >'.-/'., '...···':: .·· 

que es . ·u ¡,·a:< molé cu la ... que se ··intercala ... al'" DNA''''ctúúido 'l:ésterPsé encuentra 

fraccionado(t~C:6~1.i~et a/.,.1998). ; . ,, '.' <-:~; ;_1 ~-~:>". 
Para elmét~d~~¡;bn ~f1exinaV,.106 células dec;u·Íti~d~~-r~fo~P~~ciiemnen so µI de 

amortiguadorde :·unléÍn'; (10 mM HEF;'ES~N~O~p~');l4;:2:s mM CaCl2 , 140 mM 

NaCI) ys~agregé> 1j.J.g de anexinaWconju~;f~difi;:if=1T"c.~;'1ascélulas se incubaron 
~· ·-·--.:: '.:'_.:~· _ _':. -~·- '-,,-· .. : _ -:- ___ :. _',.,_;>,-'., .. ~~;; ____ _;,~~--\-f'.·'.:._;;;:~u.'2.';_--4/~l"::':.·z?>--,--··;:,· ... c·,·'-" . _. 

durante 1s min atemperatura'.~111bier1teTefi()sc·Ü-dda~:'Enseguida, se agregó IP o 

el anticuerpo-PE c~.:Ítra CD3o.Y l~s·':céí~j.;;~'.t~~.)ta'giit·i~aron en citometría de flujo. 

Las células apoptóticas s~;icohslderar~'ri:'cÍ>ma\' 1p.:./anexinaV+. El indice de 

apopto;;is fu~.~L~~i::ie6tep~teriid~~:cici'_'í.;;~l~i~iÓ,ci':cie1'total de las células apoptóticas 

entre el totai d'ei ciél~_las' adqúfriél-~s ~n ~I citÓ'~etro~ Para la determinación de la 

apoptosis con 7AAD, Ías células se';.irÍC::ub~ron .con los anticuerpos contra 
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moléculas fenotípicas siguiendo el método anteriormente descrito. Finalmente, las 
. . 

células se incubaron con 10 ~ti de 7AAD (20µg/ml) dura.ntei 20 mina temperatura 

ambiente. 

Análisis· estadístico.·· Para de:.:dos !·grupos ·independientes con 

valores no ~.;fa~étrléos/lcis •datos ob'te~ido~ f¿~rc:>n• e'1aÍ~~dos ~tHi~ariclola pr~eba 
de "U" de M.,;nn Whi~ney y los coeficientes.de cc:>r;'E:llacíórÍ f~eron 6a1culados con el 

-- - - · _ '·' o--.'--·. ' - - _ - _, · -,-. •·- ·', ,--. ·' -•c.- •-_." : .'.-- ,,·_. _- '· .- -'' .c· · .. • .'. - · -- -- ': ·:·. ,. ··-- ,_ · -

producto dePeárson, ti:imando una· p<O,ÓS ci:imo estadísticamente significativa. 
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RESULTADOS 

Los resultados son presentados en forma de capítulos de acuerdo a cada uno de 

los objetivos del trabajo, en los quese Incluy~ breve. introducción, discusión y 

bibliografía. 

En el capitulo 1, se analizó .el porcentaje .de losHnfocitos CD4+ALL+ de pacientes 

con alergias respiratorias después de estimUÍar·in vit;o con un activador policlonal 

y se compararon los resultados con un ·giupo Cle Índividüos sin alergias. Además 
" . . , -·. "• ". 

se analizó el perfil de citocinas. intracelulares.enilos. linfocitos CD4+ de ambos 
. '··· .- . ·. ' 

grupos. En los pacientes se enco.ntr'Ó 'aumentada la subpoblación de linfocitos 
_.-- ·:-.:,.·_ /.' ' : " 

CD4+ALL+ cuando se comparó con elgrupo de individuos sanos. En otro análisis 

se realizó una comparación de linfocitos CD4+ALL+ con los linfocitos CD4+CD30+ 

y se observó que ambas subpoblacicmes se encontraron aumentadas •. s()lamente 

en los pacientes. Asimismo,; se identificó mediante el indice IL-4/IFN~y que los 

linfocitos CD4+ dei los pacientes presentaron mayor porcentaje de células 

productoras de citocinas tipo Th2 en comparación con los. inc:ÍividÚ~s sanos. Estos 

datos sugieren que el·aumento de los linfocitos CD4+ALL+ depeÍide no soio de un 

estímulo inesp~cifi~.;; 5¡~.; .. también de factores·. del . mic~o.,;~tiiente como el 

predominio'd~ cie~a~'¿itÓ~i~~s y una.predisposición atópláa;::. 
, . -. ,;_·-::-_;e -·-- ~ \:. - . - ' - -

~~~~~~;~g~~~1~rl1;~~~;;i~~;~~r~~1~;.1~~~~i~~~~1; 
:n~1~7::~·~~~C,~~~:~.•~::dc:c~i::to~~ns~:~:~:a::sº::[:~t=~~f~~~{jJ':~a:roe~ · 
aumentos 'ell ~st~{ subpoblaciones en los procesos acti..;ados;' iiri pr~sentar una 

diferencia e'stadisticamente significativa. En cuanto a los linfocitosCD4+CD62L+, 

se obse~Ó.·q~e los porcentajes estaban disminuidos durante los procesos de 

activación, tanto en las alergias de mucosa respiratoria como en la dermatitis 

r------------·------...ii 
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atópica. Así mismo, al realizar análisis de correlación, los resultados mostraron 

que existe una correlación directa entre los porcentajes de linfocitos CD4+CD30+ 

y CD4+ALL+ 

CD4+CD62L+ 

y una correlación inversamente proporcional entre 

y co4+At..:L+: Estos~ ~esült~~asc·~sügieren · que los 

linfocitos 

linfocitos 

CD4+ALL+ están involucrado~ Eiíl Ía 'pat0'9Eiília' ci~/1~ dermatitis atÓpica. 
-·~.-, º' - - -,,,< r'-'~ : -.-._-.._ -·:'.~·,,, ;:::_-.:.' . " '<·~::.:'.'::','e 

f~~i!iJ~Jiltili!f ¡1111,,r i!~l~ll!¡l~i~;~¡ 
COn dermatítlS •CcitÓpJCa ·.e;,< •;;alllpciraCiÓ'rl: d:>'~é; 18;s . paCiSlltSS . 'COn der~atitiS •.. de 

contacto •. ciJ'<O':os). ; se erícon~~ó . m~yor ~6ici3~iaie de cé1u1as. pr~se~tcid;;ras de 

antígeno p'C'J~itivas ~ la molécula CDá() en, icis ;;~l~las de los pacientEls cC'J~"11ergias 
confinádas a:.1a mucosa respiratoria. i¡JuE!stros resultados sugieren ql.Íe e.;.;isten 

diferentes mecanismos inmunológicos'. involucrados en el desarrollo de las 

diversas .entidades alérgi~as y qÚ~: Í~ elevación del porcentaje de linfocitos 

CD4+CD30+ está relacionado cor1 l¡;¡d~rmatitis atópica y no con los padecimientos 

alérgicos confinados a la mucosa respiratoria. 

El en el cuarto capítdld, iei'faj,{alizÓ la expresión de la molécula CD30 y su 

asociación. con prolifera~.¡<'.);:{ ~e\'1l1Ía·~ .y apoptosis. Además se valoró el efecto de la 

IL-4 sobre. l~é·' '?r<?H~~[~~ió'B;.'.:c:~ÍBÍ~~.·y~)a 13xpresiém" del .QD30. , Lo.s •... r~sultados 
mostraron .. ·que• >so% ": i::le.i l~s'..Hnfoblastos' co~o+ tUvieron. 'el •. fenotipo . ?.04+~ La .. 

::u:ir:ª ap1::·~c~~~~.h=~1·~J~:i~ri~1tf ~!.~~9~~.~~~~~~2¡~0=~:~~=~~sl~sp~d::zt3~: 
IL-5 por los linfoblasto~''.có4+co3é)f'.n,c;~tróuhí~ cin¡3ticadifererÍte con un máximo 

de expresión a 10'~ 7 dfa~/í:C:>~''.ár{é1í~is de apo~to~is tan,to con 7 AA-O y anexina V. 

mostraron~ue ¡()~ Íir1~()tJl~~té>s cD~Q'..:. n6 ~stéri en proceso de apoptosis. Cuando 

en el cultivo se le agregó un anticuerponeutralizante para el receptor de IL-4, se 
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observó un decremento en el número de linfoblastos y en el porcentaje de 

linfoblastos CD4+CD30+ así como un aumento en el número de células 

apoptóticas. Estos resultados sugieren que el .CD30está asociad.o.ª proliferación 

celular Y-~·. no aprocesosde~apoptosis;.71. estudióde-:lamolécul•a .. CD30 .. en .los 

linfocitos C_D4+ su;i~r~·qu~ ~~ede s~r ~tiliz~d·~ ~()~;;~a~~;,;d~~-cif3 r~f~;;;:,~ica -para -

el estudio de I~ súbp~blación de li~focitos co4~ALL;.: en ,-os p~C>cesos-a1érgicos. 
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Capítulo 1. Expresión de marcadores de activación celular asociados con la 

enfermedad alérgica. 

NOTA: Preparación de manuscrito para su publicación. 

Introducción. 

Dentro de los mecanismos propuestos para el desarrollo y mantenimiento de los 

padecimientos alérgicos está el desequilibrio de la respuesta inmune hacia una 

respuesta mediada por citocinas tipo Th2. principalmente IL-4, IL-:13 e IL-5 (Busse 

y Rosenwasser, 2003; Wills-Karp y Chiarmonte, 2003).:Se·A~n identlfté::ado que los 

productos de los Hnfocito.s CC?4+ .. son . los ca~santes d~I i'ciéi~equilibrio de la 

respuesta inmuné h'3cia •. la' ~IpersensibHidadrl"iediadél p()f" l~E'{Lcirhh~ ét a1 .• ·2003; 

Lee et al., 2061):,~tfi~~Ta;a[~rgi'í,i 5'~ h~•·a¡;~ti;,.V~ci~"'.'.5~~ •• ~i'.:'¡:;;'Eiri'ta'~ri-;1a activación 

ce1u1ar csa9 ar-'3 Eit::··a1:;:·2oó'2) y. s'Ei t1a icier1tificélcia;/~~t~"•;t-J~~·;n9;:,c,,'en · cé1u1as 

circulantes asr .ca~~· ~l1.C:é'1~1as .-ci~· ~órtes hiiStoíÓgi;d~;}d~.1~5/iesi°'ríes ·(Hamid. 

1992). Para•,.~econocerlascélulas.· en es't~do'd~ acÜvaciÓn•asC)ciados á la alergia. 

~~:~;~f~~~,:f 2S!~~R~1B~I~f~!g~~~~~:ti~J.!~~~t~~ 
exprese en los linfocitos ~n~stado de activación. se. iéqui~;e j~·~'cbfÓ~ ~·~ .. la' IL4 y 

::~i:ip:~::~u:º~:ª:";~~:~:ri;e1~~::ª~~.i1:11r2rrsi~-~~~~~$~~/~~~~Éttrgfi~~~·. ~.~ 
lectina ALL es capaz de interaccionar con timocit6s-ri,~i¡~¡;;¡~e1'8J;¡~Ós(Lascurain 
et ª'·· 1994). con macrófagos murinos no'acti~'élii?i~ácig~8hi6a,~t~'a1 .• 1998; 

:::::~:::~~:,· ,~.:::r:::º~;·~:1~~~!~\i~~~l~il~~~~~;~r:;5; 
eritrocitos con el fenotipo M. no reconoce a Únibdfos'.s,y,p6~~;;; discreta actividad 

, . · .. .-~ . ;·_ . __ _ • . ._:-', ._::. <·~:--!<:::_.;_e_;:·:·,...: ~<-.:;·:.::>·-~ __ \:·,:·t;',-'.-;:, ··->"-;'. _:. 

mitogénica sobre linfocitos hu,.mano::; (Láscuréli.rí 'et aL, ~ 997):.'( Se. ha descrito que 

los linfocitos CD4+ reconocidos ¡::>()[ A~L son tí~c:>j-h2.'de'bido a que expresan 

transcritos para citocinas IL4 e IL-10 y no exp'resan IL-2 ni IFN- y (Chávez. 1999). 
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Resultados. 

Son resultados del análisis de las células correspondientes al grupo 1 de 

paciente~qver hl"~terial Yméti::>das).>-- . 

Purificación.~ ~;~bil.ld~~;; 6~1u1ar. En -~I ~~LÍ;po ;de)os' pacientes con alergia y en el 

~!.iI~~~~~¡f l~~~~~~~~Il6~~!~~~~}1dí:,~~f~:JI7:~~j;j 
grupos. <: <', ''' ·· - < .S 1

' ''..'. ~-; 
,.',..:-:';:<::,".: ·-"?-~'.::.'.,_;,_ -;·:'.:'.".:{:'·,-~·5·';_;;\·-: -'--o~·.;~,c:::··~ --·;· 

,. _-. _,,_ ':~ .. ~'";.. -·-·.- .. '; .. - "'-: ~---. -- . 

~::E~:tir f~~~E~~i~¡~~f Jf ~~~~~J~~~i9~~,:"Jcii~~~r:~o:::~:~ 
en número ~;,t;e' l~~-C::é1~l~~\\~;;iilTlJ1~ciCls c14.s;± 2.7)encbmp~;i:lcióli c:;c,;, las 

células. nO : ~sürT!Ula~~~~}r.-~~;; ~:;-1.~ ). -~sí , !Tlis!Tlo se. obs~n1Ó ~.7 '1~c~s mayor 

expresión en eÍ~nÚmerode linfocitos CD4+ALL+en J8s células~estirnuladás.del 
grupo de Jos p8cientes· alérgicos (14.9 ± 2.7) con. res'pecto ~L ¿orci;;~tClje de 

linfocitos co'.4+:Al.L+ (4.04 ± o.63) de las células esti~uíCl"<:l~~>d~Lgrupo testigo 

(p<0.05)(~igura 1A y 1 B). • ...• -.~--- ______ ··_:~e~ 

Análisis dela!subpoblación de linfocitos CD4~~D~O+.~ :-·· .. 
Las céltJJás mononucleadas del grupddei/16i'µ·~;cÍ~l11:~~ ~l~rgicos. antes .de ser 

- - , ._,,_ ·.'.'"-.';''•"-'"' ·;-<.--'--' ,_, ·:.-,···.- .-'--·--' - . ""· .. · . : 

estimuladas presentaron un porcen'taje';,'de,73:1'.'i::l:c,1.3' de -C:éJÚJas CD4+CD30+, 

mientras que el porcentaje de las céiLi;,.'s;6o~:lC::b3ói d~J 'gnjp'6 do~tr~ifue él~ se 
- ·:·¡;: - ·;,~·.~-' '.--!'"·;. ·. ,_.,,)_ ·, ·. ,;·:.· .. -•. ¡' !" _- • ..;· ,·. • ~ .• ... ·." ' _. .-, • • . • . " 

analizaron después de ser activcidas;:~.il7 /vit~():' y, se;· encontró una, diferencia 

estadísticamente significativa en e1';~rc~~t~J~ de lc;;s linfocitos CD4+CD30+. La 
.. ': , ' .. -. c.~ ,. ... , - ; .: . 

expresión de esta subpoblacióri 'celular,{tüei 2.4 veces mayor en las células 

estimuladas de Jos pacientes. aJé.rgI.C:o~' C13,.4>± 1.6) al comparar con las células 

estimuladas del grupo testigo (5'.66 ± 1.6) (p<0.05) (Figura 1 B). 
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CD4+.Al..L+ Co.t.CO::O+ 

Figura 1. A) Histogramas representativos de células CD4+, donde se muestra 
la expresión de ALL-FITC, en un sujeto control comparado con un paciente 
alérgico. En células estimuladas 24 h con PMA/lonomicina. B) Análisis comparativo 
de células_CD4+ALL+ y células CD4+CD30+ de paceintes alérgicos y no alérgicos 
sin estimulo. C) Análisis comparativo de células CD4+ALL + y células CD4+CD30+ 
estimuladas 24 h con PMA lonomicina. 
Comparación entre grupos de pacientes alérgicos (barras oscuras), y no alérgicos 
(barras claras). Se presenta la media ± ES (n=1 O). 
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Determinación de IL-4/IFN-y por citometría de flujo. 

Se realizó la cuantifÍ(;ación de 1<:>~ rinf;C:itos CD4+ que expresaron IL-4 y/o IFN-y. 

Los resultado~ . m~sfr'3rol1 q~~1 úni~élmerite · .. las· cé.lulas que fueron estimuladas, 

~~~~3~f ~r~\i~~llil1ii~~~:~t~f~~~~~~¿~~~~~~~~ 
se generó í'.Jn'rliii~r?~$b~'n~~:})o1,aJ!_~a:~-~;}1:~~t~:-r~2-'.~figiJr~2r····· 

:::"~~~i;'.·~;.~~iitti~~·~z;~~!~i~~~~~~::~~·;F~'.; ~~·~::0~n.~~~= 
CD4+ALC:+}i·~~e.eniori'fré>~8úi,;si~teÍiz~ri h¡,;~fc;l,·(;uafró veces más IL-4 (2.6±0.3) que 

IFN-y (0:6±o:1 ). $(;; ,;~racontró<Ún~ disminuciÓll del porcentaje de !Os linfocitos 

CD4+ALL+ al an;,.lizar desp·u·~~ de la incuba~ión de 4 h con brefeldina A (Figura 3). 

Discusión. 

En las enf~rmedadesatópicas se hcin identificado marcadores de activación de 

los linfocitcis T éi:i4+~ ,lo q~e h~ ~u~erido que esta estirpe .celular se encuentra 

elevada en los-sujet(,s "1i~rgicoi<l:3en~tsson, 2001 ). Así mismo med_iante el uso de 

anticuerpos: contra •,er}9c)3b;' sec há encontrado que la pobl.,;ciÓn C:elular que 

expresa éstehíiffó.adorI'se:}'~n.C:ueil.tra elevada en los pacierites~can' ale~gia; En el 

presente estudio 's~\ <EincOntr"arém diferencias en el porcEintajé de los linfocitos 
_-,--e,.! '.- • .,._,- •• ·,~- ''·'.:t,:·:C·--·'·~·:: ; ::~~-' ·_, _-.\.~'.~:,: ~;" ." ::>' ,· .·_ ._·. :,.- ___ ..,- ,_,·(.,,. , __ , ~· .. _ ._. , .. · . , 

CD4+ALL+ (3rii:re.~(9í:Ui:lé:)',ªe pacientes y el grupo no atópi~o;de;;;¡)u(3s í::le ~stimular 

;:::~=~z~~~1~r~~F::::=:i~::7:.:1~~~~i~itfü2ft:::~ 
enfermedad alérgica_:· Se ha descrito que los linfocitos Testimi..ilados por 36 h con 

ConA y que so~ r~cb'i-toeldc:;~. ~6r esta lectiná tien~n' r~la6lón~o.:_¡ 1.ii fase S del ciclo 
. ~" .'. . ' ' .... 

celular, lo que iní::lica que Iá expresión de esti(glicoproteina tiene relación con la 

activacióncelular (VÍ:irg~s. 2001 )'. Sin e~bargo~ ~6 se presentaron diferencias en 
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Figura 2. Determinación de citocinas intracelulares por citometria de flujo. 
A) Se compara la producción de IL4 e IFNgamma en linfocitos CD4+ 

w• 

de un individuo sano, las CMN fueron estimuladas 24 h con PMA/lonomicina. B) Se compara 
la producción de IL4 e IFNgamma en linfocitos CD4+ de un paciente atópico, las CMN 
fueron estimuladas con PMA/lonomicina durante 24 h. C) Relación IL4/IFNgamma entre el 
grupo de atópicos (barra oscura) y del grupo de individuos no átópicos (barra clara). 
Se muestra la media± ES (n=10) 
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Figura 3. Análisis de las células CD4+ALL+y la ca-expresión de citocinas. 
A) Comparación de ALL+ y de IL-4;.·· B) Comparación de ALL+ e IFNgamma. 
Citogramas comparativos de un individuo alérgico. Se analizan solo los linfocitos 
CD4. C) Gráfica donde se comparan los porcenajes de las células CD4+ALL+IL4+ 
y las células CD4+ALL+IFN+. Se expresa la media± ES (n=10) 

10• 
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los porcentajes de los linfocitos .CD4+ALL+ cuando están en reposo, esto podria 

deberse a que las cl31ulas el~ ¡e);;; iÍldivid'uos sanos o de los pacientes no estaban 

activadas. Probablemente el estadio de la enfermedad tendrá una repercusión en 

. la expresiór\_cl~~la .~~.b.~obl~c-ión:d~;~~~u_c:fi(:,.~~·--··-:ºó·• .· ·-,-~~---~~ ~.~~~e-!-_;~¿ •. -.: . _ 
Los porcerltajé::; ~e células:CD4:*",A.l.L+.YCD4+CD30+,sC)n i;;irnila~esAl;lspués de la 

=~~:.~I:t;~:~::~I~;:t0;~2~¿f ¿:~.~:t:: B~f~Mf r~í~~~t~í~:;r~;: 
significáricia estadistica · (p""o:o5) .. Se han realizado esti.Jdiós':doncl~'las·?élulas que 

expresan el marcador •. CD30 'tras un estimulo co~;p'~~';:;s~ri,,'J~~d~~toras de 

citocinas tipoTh2 (Mií!gari'.et al., 19S6)._ Se ha'.d~~.~;iio'i4ri:p~edo¡,:,lnió de_ células 

con ferÍotipo yh2 y se- ha é:omprobado ql.le e~tirnS1élr;c:lQ' :a las céh.l1as de ios 

pacientes alérgic~~ -~i:m PMl·\ cí PtiA'. se i:;or;firm~'úr"lél p~larl:Zación. de citocinas tipo 

Th2 en linfocitos CD4+ (Kar"lg et, ai:.1997; Leo~~rdL~t a1:; 1999; Pene et al., 1994; 

Rafiq et al~, 2000); Éri.e~te triib¡;¡jo verm~élm~i-~tJéi'C1~ reiación de IL-4/IFN- y es 4.4 

veces ·mayor en 1áscé1U1as CÓ4+ del¿;s• pacie;rites con alergia en comparación 

con el grupo. no alérgico, corno• se tiá.·:dernostrado anteriormente (Kang et al., 

1997). Después del estimulo 6on Pl\/1Á!~ei' mic;oambiente que se genera es un 

microambiente es tipo Th2; tambiénse•ha p~op~~sto que para la expresión de la 

molécula CD30 se necesita la accióh :d~'.)L-4•Y CD~8 (Gilfillan et al., 1998), por lo 

que la elevación de IL-4 sobre IFN:..y en'el'mícrbarnbiente favorece la expresión del 
_.·, • • • • ·~ - •• •>"• ''·· • " - ·'"' •• --". •' 

CD30 sobre los linfocitos CD4f'.·f,:a 1L.'.¿ita~qr€)_cei la polarización hacia un tipo de 

respuesta Th2, en parte P()r lé)JdisrñinuciÓndeTh1 y en parte por el aumento de 

células Th2 (Mossm'an>'y SCld;:;~1 gs€h'.'En ~I caso de las células CD4+ALL+, su 

expresión es favC>reCidi;tq~fié-~6i-;~É!1fk~tÍ~ÜÍÓ<:le la IL-4 generada en los linfocitos 

CD4+ tipo ~Th2.ipór lp';s~p~ri°éi;no'~'qüeesta estirpe celular es dependiente de un 

sistema tipc;Tti2,,ad~rn~s ~e>f,;:;vci~~ée 1a''~~presión de la glicoproteina reconC>cída 
-· . - ·'' .··,·. - ·¡,-· ' ·, ... -· 

por ALL pÓr que las· prci'pias.células:co4+ALL+ son también productoras de IL-4. 

Lo que sugie~~ ~r)t()rl;;es el~ tJrla pariicipación autocrina y paracrina de IL-4 para 

esta estirpe 2e1Úla~.- L~ éli~rni;,LJdÓri -erl el porcentaje de las células CD4+ALL+ 

después de 1éJ inC::Üb~ción· 6onb~~feldina A, es debido a que la brefeldina A es un 
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inhibidor de la glicosilación (Haney, 2001; lrurzun et al., 1993; Semelet al., 2002), 

ya que interfiere con la gÍicosilación en la vía de secreción de proteínas (Galbete 

et al., 2000). Por ello, no se puede realizar un.a asociación directa entre expresión 

de CD4+ALL+·yl~s:•eitocirías mediante••cito~€li:Hl:i·'d€lcfi1Jj();·7 tJ.ll~~trc)s·•~esúltados 
sugieren sin ~e~ba~go, que se• podría considerar a'faT°esfirpe.'ceh.ÍÍarCD4:+-ALL+ 

~:~:l~~;a~~'.:%~=1=Ji1~p~:~:~ ~~:c~:¡~j=~~ff:P~J~~t~·t:~~t~'1J~;f~~~~::t~t;:tes 
'. ,' ' :· > :.<-';, -.,'/, "'.r'· .;i·t:':,~·t:J'.'~---_. ·'· :~·~';_. 
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Capítulo 2. Determinación del porcentaje de la subpoblación de linfocitos 

CD4+ALL+ en diferentes procesos alérgicos y en diferentes fases de la 

enfermedad y su asociación con otras moléculas de activación celular. 

NOTA: Manuscrito en preparación 

Introducción: 

Las enfermedades alérgicas se manifiestan por una hipersensibilidad mediada por 

lgE, esta manifestación puede ser en la piel, la mucosa nasal, el pulmón o la 

mucosa gastrointestinal (Holgate et al., 2001 ). Existen diferencias entre patologias, 

localizadas enpiel c?mo lé;i derrna.titis atópica y las que su .sitio. de. cho~ue es la 

mucosa respiréitori~; do'hci~·~~iite ~~vor polarización hacia::T-h2· es ~n 1él· ciei-matitis 

atópica (Schue~e~h:,.~(1k':F1'~99). Lo qUe sugiere que•e'ri;1~:;ci~~rnatitis 1 atópica 
existe una inmunopatC>logía més severa en compár~C::i~¡:i •. co_n . IÓs otros 

padecimie11tos ~oFfih~cl6.i ~ la mucosa respiratoriél. · · ·¡:: :.\;!\ .,. ?> · • 
Se han realizado estiJ"cliÓs de correlación entre Ía expresión.;cl~t§~30 ~11 lif"lfocitos 

CD4+.de.padente~ cCln dermatitis atópica y la sev~ri~a~'~ciEÍ1··~fciE;;cijt'fento .. donde 

han identificado_ un~' asociación directa entre el a~me+o-~n··1~(~~p/e~lón· de CD30 

en linfocitos CD4+. y el estado de activación dei'pade6i+J~~t~·éií~r~icci(Y~m~moto 
et al., 2000). Además, se ha observado tjúe exi~t~·;,~~~-~·~t:~6~~; rela~ión.entre los 

niveles de lgE elevada en suero y niveles):té:;,(;636 \(:~~él'.~¡ aL:1999): Otr~s 
.· . ', : ,. . - ':::..._<' ·-~·-- - ,_- " ,. ' ' 

autores han propuesto a la expresión dife,.enC:ial·d,é níélr~aclores de linfocitos T de 

memoria en la enfermedad alérgica (Mit~á ~¡'~/;1999)~ sE;l h~ id-~ntificado al CD62L 

como una molécula relacionada a.e~t~dÓs •. d~.a~tivación en linfocitos (Lees et al., 

2000). Por otro lado, como ya'se l"J¡i 'rTÍ~~¿i6·n;,¡do;· 1a lectina ALL reconoce a una· 

subpoblación de linfocitos tipo\Th:2;': CJ~bÍdo a que expresan transcritos para 

citocinas IL-4 e IL-10 y no ex:presí3n ÍL~2 ~i IFN-y (Chávez, 1999). Se ha propuesto 

que los linfocitos ALL+ estimLJlad~s con ConA, tienen relación con la fase S del 

ciclo celular (Vargas, 2001 ). El objetivo de este trabajo fue determinar el 

porcentaje de linfocitos CD4+ ALL+ en diferentes procesos alérgicos, en diferentes 
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fases de la enfermedad y establecer su asociación con otras moléculas de 

activación celular. 

Resultados. 

Son resultados- del análisis de las células correspondientes al grupo 2 de 

pacientes (ver material y métodos). 

SubpÓblación de rinfoCltos có<ifj:..L_L+. 

Como se puede observare~ i~_fig~r.,;'~1A, los linfocitos CD4-i;-ALL+ se encuentran 

en mayor porcentaj~ ~n 10!> P~~ient~s cari 1os_ Procesos a1érgi§as en fase activa. en 

comparación con Íos-, Úntb~itci~tc0-4.~~L~+-de los- pa:cien~es con los. pr~cesos 

:~::~:;~:::a~~~~f;J~~~¡~~if J~fili1~i~:f ,~~t~~~~f \~~~Itf ;~::: 
pacientes asmáticos graves'; s-e<'eiiconfrarorÍ~!cvalorés d~¿Hn.focitc;~ 'co4+ALÚ 

::::~:~;:~º· e~I ~ªr:~º-:~e1ºª1:.'~~~Ji~~~E~~~t~::th~~·:t91it;sfj~f~~~;~1~Ytz;-_~º: :: 
linfocitos CD4+ALL+ ---Y ~t~rlJrSci,c:te los :pacj~í:ites{c6,n- l"i?litis nó 'sinto[llática, la 

subpoblación fue de ___ OA±o'.10/o----(~ig~~13>1.L\r·:~~:-9b~~rY~C'~:~~f2i;;8h~~-:Procesos 
activos la frecuencia_ de lc;¡s células' CD:4±í:ú..:Li+,se'er{cuerÍtra::alimeritada.respecto 

' - ' :. ' · - ' ' • • ~ - ' ' '" • - .·.; j ·'{ · •-;. - "· ·-' ' · ~- • •'• ~··· •· ' ' • - -: ··'< · • " r'. ., · ·' ' • . 

al estado de activación •• ·.·sienclo la 'derrnatitls:'a~c:ipicá;.1él'i,qu~zpresl3_nt:a:cliterem::ia 
estadísticamente signlftcati~~~ cÓrÍ ;~;p~ct6 ~-:!~~d~~~~-tÍtl~-,~~:-~c;;¡;aitb~~ - _-_ -- - -

e;>-~--':~~.,'.~> :·:(~ ··::· • \'.:)~:!~.!·~~: <<it~- ·;~: '~:,::_;_:~, 

~;f ~~~~~~~iY~iªjl1111Jlllf li~l~~f i~ 
29.9±7,7%; y el grt.lpoderinitis~~-:~~tiva:~r~~~ritÓ ~u~ 6s'.1'±7.7'o/o:fueron linfocitos 

CD4+CD62L+. En.la alergia confináda-ala piel, las células CD4+CD62L+ fueron 
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Figura 1. A) Tabla de comparación de la expresión de los porcentajes de CD4+ALL+, por grupo de 
pacientes. Las células fueron analizadas por citometrla de flujo, los resultados son la media ± ES. 
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28.9±4.5%. las del grupo de la dermatitis de contacto fueron 56.1±4.6% y el grupo 

testigo presentó 4"1.0:!:1Ó.3% d~ I~ ;;ubpoblación CD4+CD62L+. 

Realizando un ariálisi~ de·6orrélacÍÓn entre las células CD4+CD62L+ y las células 

CD4+ALL+se.énC:6ritróur1;i;<C::()rrelación negativa (-0.58) en 11'.Jsdi~ersos.procesos -­

alérgicos (p~o.B5)"'(f,i~'tir':~fSs>:·;;>< ... 

Eva1uaCió~ .. d¡;ia.~~G'.b~'ob1;~~¡g~-c:le 1ir1i~citas co4+co~o~. • 

e:ªsLtdaed~1·
0simtr,·cci~aFmJ:ein¡t~eJé···;rs-~1·gfcn:~ •. ifir1;.clkant~1·vraªs.~ .•. '.:e~··n·~.-~.:e~1~.:.· •.. ':g:~r.:u·~Prº~.~ ••. ·.:dme:;:.b.: .•. ·.:P.l_:ar~.·c;~.-e:n~t:e.~s~SY~~-~.;J~t~tºc:1if:~en:: cl'.>n: c:1r;;r;:.;atitis···· at6pica 

~:3H~Yl~~f ::~~iH~li¡il~l.\f ll~~[~J~~~~~~~ 
análisis de correlación ent;~ lo~H~t6'6itci~·· c6:4:+.co3o:.'. y los linfocitos CD4+~LL+, 
se encontró. una c6rr~1é1Ción <bl'.)siu\/á (o.89> en todos 1os proc~sos alérgicos 

(p<0.05) (Figura 1 C). · 

Discusión. 

Se ha identificado. los procesos alérgicos tienen diferencias entre ellos, siendo la 

dermatitis atópica la manifestación más severa del fenómeno alérgico 

(Schuerw~gh et al., 1999). Se ha descrito al CD30 como molécula de activación 

celular asociada a linfocitos CD4+ con perfil Th2 (Bengtsson, 2001 ). Asi mismo se 

ha identificadl'.> rr1;,;di~nte la lectina de amaranto (ALL) una subpoblación de 

linfocitos que .~E!6onl'.>ce · linfocitos CD4+. humanos que tienen transcritos para 

citocinas.•tipo,•Th2 (Chávez, 1999) y su expresión se ha encontrado asociada con 

la fase S del cido celular (Vargas, 2001 ). En este estudio se encontró que existen 

diferencias en el porcentaje de linfocitos CD4+ALL+ según el padecimiento 

alérgico. Eri los padecimientos alérgicos confinados a la mucosa respiratoria con 
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Figura 1 B) Análisis de correlación de c;:élulas· CD4+ALL+ y células CD4+CD30+. En todos los procesos 
alérgicos y los estados de activación de las· enfermedades. Las células fueron analizadas por 
citometria de flujo. · · · 
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Figura 1C} Análisis de correlación de células CD4+ALL+ y células 
CD4+CD62L+. En todos los procesos y los estados de activación de las 
enfermedades. Las células fueron analizadas por citometrla de flujo. 
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la enfermedad en _fase activa, el porcentaje de los .linfocitos CD4+ALL+ se 

encontró elevado con respecto a las células del grupo de pacientes que 

presentaron la enfer~edad no activa; sin embar~o .nose em::~ntrélro~ difer¡;¡ncias 

estadísticamente .·sig'nificativ~s;· •'º ··cual~s~gi~re:~qii~ ··hay~-ot:rb ;iii:ic5~ci~: célu.las 
. e'1:·: .-.. .Th2:' 2c[as · células 

en molécÚlas. 

ambos· tipos'7df''cit~~i~.~~¡'J~.1:::~?\;·t~~'.··{~~;~9~1',~·~,l)'¡eisté"f~§·(¡jéaetivación del 

padecimiento ·(Hamíd e(a/~;]1996): En:li;:l'iiase'ac~í':ía"de la cfermatitis atÓpica se ha 

sugerido que las citocín¡;¡s Th2 son ¡¡,;5 qu'e .• fncfuC:en Ía activación, mientras que las 

citocinas Th 1 son:· las·. q~e ta'vo~~deíl: I~ ~¿;'r~;;'icidac::Í. del padeC:imiento (Hamid. et. al., 

1996). En algunos . estudibs. ~~;'ha i;~bo~trado que. el CD30 es una m61écula 

expresada en los linfc:l6i~os /co4~::'de, p~cientes. con dermatitis atópica y su 

expresión correlaciona con el'e"stado de activación clínica y los niveles séricos de 

lgE (Yamamoto et al, 2000); .A:i:JE'J~á~~ ~stos linfocitos producen citocinas tipo Th2, 
. -. - ' . , .. ~ . ' -- .- . '-. . 

por lo que el porcentaje de:Hnfo'Citos CD4+CD30+ en la dermatitis atópica sugiere - - "_._,,_ ,., ·"_;:.;_··-'-' 

que se encuentra eri una}ase~'adl\ta y qúe se está polarizando la respuesta hacia 

un perfil de citocin~s6·h2:.:·É:n""·e,·l .. 'presente trabajo se ha identifi~ado que los 

linfocitos CD4-f;ÁLL-i- 'i.se·'.. ·'~ncuentran aumentados en sangre periférica 

principalmente en · 1os,;}iiacie{~te
0

~:.·con dermatitis alérgica, lo que sugiere la 

participación 'c:le :Sst~ "i;t'¡;¡j'.6til~~ió_r;Ycelular en la actividad del estado alérgico. 

Aunque ~o :se (¿j~frid~1.~~~6~~;~if~~~ncias estadísticas los porcentajes de los 

linfocitos co4+ALi:.:'!'•'';;s~ri'V'i~;¿;:;::p elevados en relación con 1a actividad de1 

padecimiento de 1 1a's·víÍ..s:a~r~a's> Se han descrito fenómenos en los que la O­

glicosilación s'~ ~ri.c'~-~~ifa ~u:;:ri~_~tada en los procesos de activación celular (Piller 

et al., 1988). T~mbÍé¡::; ~-e h~ icie;ntificado una glicosiltransferasa relacionada con un 

fenotipo Th2 (Grabie/et a1.;2002), por lo que no se descarta la posibilidad de que 
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exista en esta patología alérgica la acción de glicosilaciones disUntas __ para el 

desarrollo de la activación del fenómeno alérgico. Así mismo, se ha descrito que 

después de la activación mitogénica de linfocitos m.urinosT90'4:.+.; :1a glicCÍproteína 

If ~~~::i~E:¡¡~i~ti&~i~~~ª~:iti!i!I!!t!l;~~~~:: 
CD4+CD62L+ en. los :_diferentes padecimientos; •Algul1o_s~autor'es: han;; encontrado 

'·. > ::.: . <:>. ::,.:_:~·-.::>._ -:~_:. -;:_,._,;·:: ,· ,· '. - ,'.'·' .-·,-. - ,.;_,··=·---;:-:' >.·.,:::: ·t,_i:;,;-~- .... <.?~·t_-'_0~-(~;-~~: .• ".'.,;:;¿;.;~<).? <~>~-1-~. \'(;_.:_·_:_:¿ .. ··_._ .:,;~-:. ': 
baja densidad en;la _expresión. del __ CD62L-que .se:relaciona.:con;'.activación .celular. 

' , · · _. · .... : :; .- e~'~·-'< ,e: :-:, : ::::· ; ,:-·~-~. _ .:'_·-.º -· ::." ':;. '.. --:: .,.,_:. _.':·->.~--- ,,:.-·~->¡ ':. ~~,::·~~ · -~ t-1'.,~" :·: ._;¡:;:~(::>.::1,~:-~r~t -.;':(:.?··/: ;-::-_,_. '· ."<.: 6'· ; .. ·. --~,: -~ _ . · 
(Lees et al .• 2000). En el:;t~~trabaj(),n() fu~'Pºl:;ib_1~;~eterrninar,1a:den~idad de 

~~~f ~f i~~3~E~1l;\f ~l~~~f S~~74;~~~i~ltf ~~~~~~~ 
linfocitos CD4+ALL+:_sori uria -subpoblación celula·~ ref~ciCÍncici~ '~ lo~ ~~t~dCÍs de 

activación in vivo en la enfermedad alérgica~ particul'arlTlente en la dermatitis 

ató pica. 
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Capítulo 3. Análisis comparativo de diferentes marcadores de membrana en 

diversos procesos alérgicos 

En este capítulo se analizaron las diferencias de expresión de distintos 

marcadores de activación en linfocitos CD4 y de moléculas coestimulatorias en 

células presentadoras de antígeno en diferentes procesos atópicos asociando la 

expresión de estos marcadores con la gravedad del padecimiento. Las células 

m6nonucleadas de pacientes del segundo grÚpo. (ver rn.at~.rial y ·m~todos) .se 

analizar~.; por citometria de flujo. Nuestros. resultados n,()~tr~ro~',que' t~''e)(presiÓn 
de las rTiotécÚlas CD30, CD124 y CD1 52 en. IC>~ linfo~iteis ·264-+ ;ef¡t~vieron 
elevadas e~ los .·pacientes con dermatitis atóplc~:;~r{;·c~'rr,~'~;.'~'i::iJ;,' ~~r1,1los 
pacientes con dermatitis de co.ntacto {p<0.05). Tam~iéR:fue ini~r~~¡;iit€ qúe la 

expresión del marcador CD80 sobre las células pre~E:j~~~'cj·g;.~~''ci%~~tÍ~;;;ri~ ~~ se 

encontró elevado en la dermatitis ató pica en comp;;irci6ió;;' cbíl 1~5 •()tro's procesos 

Gltópicos analizados. Nuestros resultados sügieren::-·que:_ 'e~i~t~n. ·diferentes 

mecanismos inmunológicos involucrados en' 'et} cl~s~~;()¡j(, ·de ··tas diversas 

entidades alérgicas y que la expresión del·CD365óbre·li~focÍtos CD4+ podría ser 
~ .. · . ' .;. ' - '. . , 

un indicador de dermatitis atópica en fáse'iactiva:·•Asi'mismo, la subpoblación 

CD4+CD30+ puede ser útil como referené:iá'i.érúet'estuc:iio de la subpoblación de 

linfocitos CD4+ALL+ en el fenómeno ¡;)¡é~~i-6b'. L.'.~'5:-_diferencias en la expresión de 

los marcadores de membrana en los linfci¿;ito's··'c64+ durante la actividad del 

fenómeno alérgico sugieren diferente proceso inmunopatológico, con una base 

común, el desequilibrio hacia una respuesta Th2. 

Se anexa articulo publicado. 
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ABSTRACT 

Alopic dísordc:rs are driven by lhc Th2 ccll suhsel. \Ve have detennincd the exprcssion 
of costimulatory molccules and cc:ll surface markers on pcripheral CD4 + T cclls and 
antigen prcsenting cclls. in diffcrcnt atopic diseases. and wc havc also tticd to 
corrclatc thc exprcssion of thcsc markers with the severity of the discasc. Cells from 
paticnts with atopic and contact dermatitis. mild or sevcre asthma. and symptomatic 
and non-symptomatic atopic rhinitis wcn: analyzed by Oow cytomctry. Our rcsults 
showcd that CD30. CD124. and CDJ52 cxprcssion on CD4 + T cells was significantly 
higher in atopic dermatitis than in contact dcnnatitis patients (p < 0.05). It was 
interesting to observe that the ccll suñace expression of COSO in T and B cells from 
atopic dermatitis paticnts was not enhanced as opposed to thc: othcr a1opic diseases we 
analyzed. Our results suggest that there are diffcrences in thc immune mechanisms 
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involvcd in the diffcrent atopic diseases. and thul expression of CD30 in CD4 + T 
cclls might be a markcr of discase activity in atopic dermatitis.. 

INTRODUCTION 

Thc incidcncc of atopic discascs has incrcascd in thc last dccadcs (Schmid­
Grcndclmcicr et al., 2001), among which atopic dermatitis is onc of thc most common 
fonns of ntopy (Lcung, 1997). Thc most important cclls in thc atopic proccss are thc 
Th2 cclls and thcir sccrctcd cytokincs IL-3. IL-4, IL-5. :mcl TL-13 (F~rrcll et al .• 2001: 
Lcung, 1997): howcvcr. ¡1ntigcn-prcscnting cclls havc also bccn rcccntly i1nplicatcd in 
this proccss (Garl1as el al.. 2001: Scder and Paul. 1994). Activation of CD4 + T cclls 
rcquirc at lcast two uctiv~1tion signals. onc n1cdiatcd by thc TCR-f'l..'1HC complcx and thc 
othcr by thc CD:?.8 co~timulatory rnolcculc. which is thc ligun<l of CD80 or CD86 in 
untigcn-prcscnting cclls. CD86 has bccn proposcd as a possiblc rnarkcr of Th2 immunc 
response polarization whcreas exprcssion of CD80 has becn proposed as mnplificr of 
thc atopic response (Larchc et al.. 1998). Thcrc are rcports thal show clcvmcd scrurn 
Jcvcls of CD30. a rncmber of thc TNF receptor farnily. in atopic dermatitis (Bcngtsson 
et al.. 1997). Thc aim of this study was to describe 1hc main ccll surfocc markcrs 
cxprc~scd by CD.t + T cclls. B cclls and monocytcs isolatcd from atopic dermatitis 
paticnts and to cornparc thc rcsulls with cclls isolatcd from othcr atopic disc¡tscs. which 
~crvcd as control. 

MATERIALS ANO METHODS 

l\lonoclonal Antibodics and Ren¡;:ents 

Quantum Red (QR)-. fluorcsccin isothiocyanatc (FITC)-. or phycocrythrin (PE)­
conjugatcd mousc monoclonal antibodics against surfacc molcculcs of human cclls 
wcrc uscd. FITC-rnousc lgG 1 anti-CD30 antibodics wcrc obtaincd frorn DAKO 
(Carpintcria. CA, USA). FITC-mousc lgG2a ¡mti-CD19. FITC-mousc JgG2a anti-CD14 
and mousc lgG2a anti-CD152 antibodics wcrc from Scrotcc Products. (Ralcigh. NC. 
USA). PE-mousc lgG 1 anti-CD28. FITC-mousc IgG 1 anti-CD62L. PE-mousc IgM anti­
CDSO. PE-mousc IgG2b anti-CD86 antibodics. and all isotypc controls wcrc frorn 
PharMingcn (San Diego. CA. USA). Mousc lgG2a anti-CDl24 was from R&D Systcms 
(Davics. CA. USA). QR-mousc lgGI anti-CD4. FITC-goat anti mousc lgG antibodics. 
as wcll as hystopaquc. bovinc scrum albumin typc IV. trypan bluc dyc and sodium 
az.idc wcrc purchascd from Sigma Chcmical Co. (St Louis. MO. USA). Skin prick tests 
to housc dust n1itc cxtract (10.000 allcrgic units/ml of Dcnnatop/Jagoides pteronyssitzus 
and D. farinae) wcrc from Grccr Labs. (Lcnoir. NC .. USA) and patch True-Test was 
from Glaxo-\Vclcomc (Bastan. MA. USA). 

Pntients nnd Clinical Evaluation 

Twcnty-cight paticnts panicipatcd in thc study and wcrc distributcd as follows 
(Table 1): four of thcm had non-symptomatic atopic rhinitis and four had symptomatic 
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Table J. Distdbution of palicnt groups and their main clrnractcristics. 

lgE Patch Active 
N SPT > 300 Ul/ml skin test symptorns FEVt• Age 

Atopic dcnn;llitis 5 Positivc Positivc NA Positivc ND 38:12 
Contac1 denm.uitis 3 Neg:11ive Ncgativc Positive Positive ND 40:7 

Mild astluna 5 Positivc Positive ND ± 80-100% 35:10 
Scvcrc asth1na 5 Positive Posi1ive ND Positive < 60% 34:15 
Non-syrnptom:1tic Positive Positivc ND Negutivc ND 25:.5 

rhinitis 
Symptomatic 4 Posi1ivc Positivc NO l"os1tive ND 30±3 

rhinitis 
Non :itopic Ncgative Negative Negative Negativc ND 32±9 

heahhy controls 

SPT: skin prick test to Dermatoplra¡:oid~.f plf.•ro11ys.fin"s and/or D.fari11ae 15 min after application: 
True test evaluated 72 h afcer applicalion. FEV 1: Forced l!xpiratory Volume at second 1. 
•comparcd vs. prcdicted value. NO Not dctcrmined. 

atopic rhinitis; fivc had mild atopic asthma and fivc had scvcrc atopic asthma; fivc 
showcd atopic dermatitis and fivc showcd contacl Jcnnatitis. Thc control group was 
composcd of four non·•llOpic hcullhy individuuls. Ali atopic individu:1ls had atopic 
history. total scrum lgE > 300 UI/ml. > 157c> cosinophils in nas:1J mucus and > lOo/c 
blood cosinophils. and wcrc cithcr 3 + or 4 + positivc to Dt.•rnwtoplzagvide.\· 
p1ercmys~·i11us and to D. farinae in skin prick tests. Paticnts with contact dcnnatitis 
and non·atopic individuuls wcrc ncgutivc to thcsc tests. Paticnts with contact dermatitis 
wcrc positivc to nickcl into patch Truc·Tcst (Glaxo·\Vclcomc). 72 h aftcr application. 
Thc classification of asthma wa!-. bascd according to critcria of American Thoracic 
Socicty (ATS. 1987). Ali paticnts wcrc inforrncd and a wriucn conscnt was obtaincd. 
and thc protocol was approvcd by lhe Ethics Commiucc of thc lnstitution. 

Ccll Prcparation 

Periphcral blood mononuclcar cclls (PBf\.1C) wcrc isolated from 10 mi of 
hcparinized wholc blood samplcs dilutcd 1: 1 in phosphate buffcred satine (PBS: 0.01 M 
sodium phosphate. 0.14 M sodium chloridc. pl-1 7.2). This mixture was overlaid onto 
5 mi hystopaquc (1.077 dcnsity) in ccntrifugc tubes and ccntrifugcd al 800 g al room 
tempcraturc for 30 min. PBMC collcctcd from the interface )ayer wcre washcd twice in 
PBS with 0.2o/o bovinc serum albumin. 0.2o/o sodium azide (PBA). Thc ccll pcllct was 
suspended in PBA and thc viability was assesscd under light microscopy by thc trypan 
bluc dyc cxclusion. Thc cclls wcrc counted in a hemocytometcr obtaining > 95% of 
viability. Cclls (5 x 105

) wcrc then suspended in 50 3 J of PBA for analysis. 

Flow Cytomctry 

Eppendorf tubcs containing 5 x 105 cells wcrc incubaled with 5 3 t of antibodics 
against ccll surface markcrs. during 30 min at room tempcrature. proteclcd from light. 
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amJ subjcctcd to only onc incubation if mcant for dirccl nuorcsccncc, or two 
incuh¡llions for indircct lluorcsccncc. Aftcr incubalions. cclls wcrc wnshcd in PBA :.md 
thcn fixcd with 50 1 1 of 0.1 o/.-. p-formuldchydc in PBS and latcr analyscd on a FACS 
Oow cytomctcr (Bccton-Dickinson. Mountain Vicw, CA, USA). Lyn1phocytcs and 
monocytcs wcrc idcntificd on basis of forward and sidc light scancr charactcristics. and 
cxprcssion of ccll surfacc 1narkcrs wcrc analyzcd scparatcly by spccific tluorcsccncc. 
Staining controls cithcr with nuorochrornc-labcllcd isotypc rnatchcd mousc antibodics 
of unrclatcd spccificity. or with FITC-labcllcd sccondary antibody wcrc uscd. 

Statistical Analysis 

Comparison of fluorcsccnl cclls pcrccnlagc bctwccn groups was by thc Sigma­
Plot3™ and Sigma-Stat3™ progran1s. In ordcr to compare many groups onc way 
ANOVA was uscd. taking p < 0.05 as statistical significancc. 

RESULTS 

CD30 cxprcssion on CD4 + T cclls. Thc cxprcssion of CD30 in CD4 + T cclls 
from PBMC showcd a statistical diffcrcncc among paticnts with atopic dcnnatitis. 
cxprcssing 7 titncs highcr than paticnts wilh contact dermatitis (p = O.O 1 ). CD4 + T 
cclls fron1 scvcf"C asthma paticnts had ccll pcrccntagcs highcr in thc cxprcssion of 
CD30. than cclls frorn mild asthma paticnts. \Ve obscrvcd thc s;;m1c tcndcncy in 
pcrccntagc high of CD30 cxprcssioºn on CD4 + T cells from sympton1atic rhinitis 
paticnts. when wcrc cornparcd to CD30 cxprcssion on CD4 + T cctls frorn non­
syrnptornatic rhinitis paticnts (Table 2. Figure 1 A). 

CD62L + cxprcssion on CD4 + T cclls. CD62L showcd to be uscful to discri­
minatc bctv.:ccn non-symptomatic frorn symptomatic stagcs of cithcr asthma or rhi­
nitis. Mild asthma group and non-symptomatic rhinitis group paticnts had significant 
highcr pcrccntagcs in thc CD62L cxprcssion than in both thc scvcrc asthma group and 
thc syrnptomatic group. yiclding statistical diffcrcnces of p = 0.001 and p = O.O 1 
(Figuf"c 1 B). Cornpaf"ison of thc pcrccntagc of positivc cclls to CD62L in thc atopic 

Table z. Comparison of cell surface markers ex pres sed in CD4 + T ce lis in different 
ato pie proccsses. 

CD30 CDJ24 CD152 CD62L 

Atopic dermatitis 22.7±7.8 19.0±9.2 15.0:t6.0 29±6.5 
Contact dermatitis 3.0±1.7 2.5±1.2 l.l:t0.2 56±15.5 
Mild nsthma 0.9±0.4 0.3±0.3 0.3:t0.3 76±13.3 
Sevcre nsthma 3.3±2.3 0.9±0.80 0.9±0.8 11±7.9 
Non-symptomatic rhinitis 0.3±0.3 1.2:1.0 1.0±1.0 68±8.S 
Symptomatic rhinitis 3.3±2.3 2.9±2.4 1.6:t0.9 30±8.0 
Non ntopic 0.2±0.02 1.1±0.6 1.3±0.6 50%11.5 
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Figure l. A. Comparison of CD4 + CD30 + T cclls among ull atopic proccsscs. showing 
statistical differcnccs (p < O.OS). B. CD4 + CD62L + cxpression in T cclls from atopic proccsscs. 
showing statistical diffcrcnccs (p < 0.05). 

dermatitis group was 1.9 times highcr than cclls in the contact dcnnatitis group. and 
yicldcd a statistical significant diffcrcncc (p = 0.02)(Tablc:- 2). 

CD124 cxprcssion on CD4 + T cclls. CD124 showed only diffcrcnccs in its cx­
prcssion bctwcen atopic dermalitis and contacl dermalitis. rcvcali~g a statistical sig­
nificanlly (p = 0.04). The comparison of CD124 exprcssion bctwccn mild asthma and 
scvcrc a~thma. showcd no statislical diffcrcncc. nor did thc comparison bctwccn non­
symptomatic rhinitis against symptomatic rhinitis (Figure 2A). 

CD152 cxprcssion on CD4 + T cclls. CD152 cxprcssion showcd thc samc tcn­
dcncy as the CD 124 surfacc markcr: cclls from paticnts with atopic dermatitis had 
13.6 times highcr cxprcssion than cclls from contact dermatitis (p = 0.008). Thc cx­
prcssion of this marker in cclls from othcr groups of paticnts showcd no statistical 
diffcrcncc (Figure 2B). 

Costimulatory molcculcs (C080 or CD86) on antigen-prcscnting cclls. As shown in 
Table 3. thc monocytcs (CDJ4 + cclls) from symptomatic rhinitis paticnts that cx­
prcsscd CDSO had highcr pcrccntagcs than in cclls from patients with non-symptomatic 
rhinitis (p = 0.01). Othcr groups had no statistically significant diffcrcnccs. howcvcr. 
wc can observe that cclls from airway atopic proccsscs had high valucs in eso 
cxprcssion when thcy wcre comparcd cither with othcr allergic proccsses such as atopic 
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Figure 2. A. Comparison of CD4 + CD 124 + T cclls nmong ull atopic proccsscs, showing 
statisticnl diffcrcnccs (p < 0.05). B. Comparison of CD4 + CDl52 + T cclls nmong all atopic 
pr-ocesscs, showing statistical differenccs (p < O.OS). 

dermatitis and contact dermatitis, or a hcalthy control group (Figure 3A). With rcspcct 
to CD86 cxprcssion on CD4 + T cclls. thcrc was no statistical diffcrcncc among 
monocytcs from any group of paticnts (Table 3 ). 

COSO cxprcssion on CD19 + cclls. Cells from mild asthma paticnts. showcd high 
pcrccntagcs of COSO cxprcssion whcn comparing the cxprcssion of this marker against 

Table 3. Comparison of cell markers on antigen-presenting cclls in ntopic processcs. 

Atopic dr.:nnatitis 
Contact dermatitis 
Mild asthma 
Sevcrc nsthma 
Symptomatic rhinitis 
Non symptomatic rhinitis 
Non atopic 

CDl4 

coso 
3.l;t:l.4 
2.l±Ll 

17.2±5.3 
l l.7zl0.9 
9.3:2.8 
3.2"'2.5 
2.0:1.6 

COS6 

17.1"'4.5 
16.1±4.1 

IS."'3.8 
24.0±8.3 
18.8"'2.8 
15.5±7.9 
13.6"'3.3 

48 

COl9 

coso 
5.13:0.1 
2.94.:t:l.7 

5.9±2.4 
1.8±1.1 
1.2"'0.4 
6.3±1.7 
0.5±0.12 

C086 

10.2±7.t 
1.1±0.2 
0.2"'0.2 
4.5"'4.3 
0.4±0.4 
3.6"'2.9 
1.4:1.S 
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Figure 3. A. Comparison of CD 14 + COSO + cells among all ntopic procc:sses. showing 
statistical diffcrcnccs (p <O.OS). B. Comparison of CDl9 +COSO+ cells among ull atopic 
pr-ocesses. showing statistical diffcrcnccs (p < 0.05). 

thosc cclls from scvcrc asthma. rcvcalcd a statistical diffcrcncc (p = 0.008). In contrast. 
cclls from non·symptomatic rhinitis paticnts, cxprcsscd a 5 times Jowcr pcrccntagc 
cxprcssion of thc markcr than cclls from symptomatic rhinitis paticnts (p = 0.001 }. 
Comparison bctwccn pcrccntagc of cells from atopic dermatitis and contact dermatitis 
revealed no statistical difference (Figure 3B}. Expression of CD86 on CD 19 + ce lis 
showcd no stalistical differencc among any groups (Table 3). 

DISCUSSION 

Our results showcd that atopic dcnnatitis is thc most unbalanccd among thc atopic 
discascs analyzcd. Thc cell surfacc markers such as CD 124 and COJO. as wcll as thc 
ceJI activation markcr CD152. wcrc more strongly cxprcsscd on cclls from atopic 
dermatitis than from othcr atopic discases unalyzcd in this work. CD 124 (IL-4 receptor} 
is csscntial for thc Th2 deviation in atopic proccsses. the blocking of CD124 with mAb 
secms to be cffectivc to reduce the allcrgic response in thc lung in thc asthmatic murinc 
modcl (Gavcu et al.. 1997}; morcovcr. lt has bccn shown that mutations in JL-4R are 
associatcd with atopic discascs (Hcrshcy et al.. 1997; Izuhara et al.. 2000). In allcrgic 
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conlact dermatitis. thc cxprcssion of CD124 providcs a routc for IL-4-nicdiatcd damagc 
(Rowc and Bunker. 1998). In this work. wc idcntificd that thc cxprcssion ofCDl24 and 
CD 152 on C04 + T cclls wus significantly highcr in utopic dermatitis than in contact 
dcrnrntitis p¡1ticms. CD3U is n ccll surfacc markcr that bclongs to thc tumour necrosis 
factor receptor fomily CTNFR). and it~ cxprcssion in B cclls is closcly rclatcd with high 
lgE scrum Jcvcls in atopic paticnts (Esnault et al.. 1996). CD30 is prcfcrcntially 
associalcd with Th2 responses bccausc thc cxprcssion of CD30 by activatcd T cclls is 
dcpcndcnt on IL-4 (Nakmnura et al.. 1997). This rnarkcr sccms lo be uscful to 
distinguish Th2 cclls from Th 1 ce lis in alopic disorders as wcll as in othcr non-atopic 
pathologics. such as Onuncn·s syndron1c. · systcrnic lupus crythcmmosus. or HIV 
infcclion (Del Prctc el al.. 1995; Romagnnni el al.. 1995). \.Ve idcnlificd more CD30 
cxprcssing cells in atopic dermatitis than in conWcl dcn11atitis. suggcsting thal CD30 
has an important role in o.1topic dcnnntitis; fu.-thcrmorc. thc possibility that CD30 could 
be anothcr activation pathway lhroug.h which thcsc cclls are rcgulating lhc immunc 
response towards a Th2 profilc, cannol be rulcd out. 

Thc cxprcssion of thc L-sclcctin (CD62L). a Icctin-likc adhcsion n10Jcculc. 
mediales lymphocyte huming and lcukocytc accumulation at inOammation sitcs. 
indicating thc activation !-.tatus of thc cell: thc CD62L(lo) phcnotypc is prcscnt on 
activatcd cclls at which CD62L(hi) is not in thc nctivmion status (Lees et al., 2001 ). 
\.Ve cannot ob!-.crvc diffcrcnces in thc cxprcssion dcnsity. but wc obscrved a lowcr 
cxprcssion pcrccnrngc of CD62l. in CD4 + T cclls frorn both scvcrc asthma aod 
symptomatic rhiniti~ paticnt~. th¡m in mild a~1h01a or non-symptomalic rhinitis paticnts. 
suggcsting thm cclb, in scvcrc a!-.thrna and active rhinitis CD4 + T ccl1s are prcscnt in a 
more activa1cd stmc. In atopic dern1atitis. thc incrca!-.c in CD152 cxprcssion suggcsts 
th<1t CD4 + T cclb are activatcd; although, rcccnt reports suggcst that this rnarker is 
rclatcd with ancrgic proccsscs (1-Iattori el al.. 2001 ). 

Analysis of ccll surfacc costimulatory molcculcs fron1 antigcn-prcscnting cclls 
showed that diffcrcnces in thcir cxprcssion depend on thc atopic proccss itsclf. Skin 
allcrgic pathologics. such as atopic dermatitis, are diffcrcnt from proccsscs confincd to 
thc airway n1ucosa. such as asthtna and atopic rhinitis. Costimulation by COSO 
cxprcssed by alveolar macrophagcs is probably involvcd in thc amplification of thc 
allcrgcn-spccific T-cc11 response in thc airways of asthmatic subjccts (Burastcro et al.. 
1999; Djukanovic, 2000; Sato el al.. 1999). In rhinitic paticnts. wc identificd significant 
diffcrcncc!'> bctwccn COSO cxprcssion pcrccntages in both CD19 + cclls and CD14 + 
celb obtaincd from .!-.ymptomatic whcn thcy wcrc cornparcd with similar cells from 
non-sy1nptomatic rhinitic paticnts. This diffcrcncc suggcsts thcir rclcvancc in thc 
unbalancc, probably mediating thc polarization statc in atopy. Thc oppositc was 
obscrvcd with thc COSO cxprcssion on CD 19 + cclls whcrc thc pcrccntagc of thcsc 
cclls was elcvatcd in mild asthmatic proccsscs, suggcsting thal B cclls cxprcssing this 
costimulatory molcculc are mcdiating thc symptornatic statc through a rcducing 
mcchanism towards Th2. \Vith rcspcct to CDS6 exprcssion on antigcn prcscnting cclls. 
wc do not obscrvcd diffcrcnccs. Howcvcr. cclls frorn paticnts with bronchial asthma. 
cxprcsscd CD86 as a possible markcr of a Th2 polarization profilc. and COSO. as an 
amplificr of thc atopic l"csponsc (Larchc et al.. 1998). Othcr studics have shown a co­
rclationship bctwccn CD86 + CD 19 + cclls and high JgE lcvcls (Jirnpongsananuruk 
el al.. 1998). and thcy also showcd that CD86 + B cclls havc significantly highcr 
lcvcls of IL4-R and CD23 cxprcssion than CDSO + B cclls; thcsc data dcmonstratcd thc 
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prcdorninant cxprcssion of CD86 in atopic dcnnatitis (Jirnpongsananuruk et al.. 1998). 
Our rcsults wcrc obtaincd with non activutcd cclls and in thcsc conditions wc do not 
find diffcrcnccs. Takcn togcthcr wilh our rcsulls atlow suggcsting that cuch onc of thc 
mopic discascs is rncdiatcd by diffcrcnt immunopathologic proccss. 
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Capítulo 4. Expresión de CD30 en linfoblastos CD4+ no apoptóticos 

estimulados in vitro con el alergeno específico. 

Manuscrito en preparación 

En el presente capítulo. se analizó in vitro la expresión de la molécula CD30 en los 

linfoblastos alergeno-específicos. Se realizó un ensayo de proliferación de células 

mononucleadas de pacientes alérgicos estimuladas con extracto proteico de 

Dermatophagoides pteronyssinus. Se estableció el tiempo de cultivo a los siete 

días, se i::valuóla proliferación celular y la expre~ión. d.el .. (;D30 1.f:'..nJi~foblastos 

CD4+. Ade~ásse determh1ó el efecto d~ la IL..4,er; e~t~·~is.~'ci~~- 5·;,; '.6'bs·~n.:ó que 

;~~tf i!iif it~ti@lfl~illf Jl~11!t:1~~ 
Otros resUltados 1 ri.o~t~áron·'que 16silinfobla~to~(co4+co3o+'.~'n~JestlivJeron en 

- .. - • .- - ·, . ., - "' . . •.. ·.. . ' . ¡ ,, ,·.: · ... - . '• ;:-.; . _,_, " ~- -. .. ., .. : -· ', '• .• '•. ,\ . -- ' - ·'" ,_ .•. - . ' .· • . . 

procesos de' apof)fosis'.<A1 .··neütralizar.lél _ac~Ívidad .1de::1a;) C4 ···con}úií': anticuerpo 

contra _la
1 

cade
1
na alfa del.· receptor 'de la UL-4>sé ~~b~e.Vó: qui:i'.:.c:f ismíriuyÓ la 

prolifeira;;ión celular al igual que el p<'.>rcent#je[~~!niif,o'tiía'~i9~(do4fp63ci+. 
mientras que se incrementó el porcentaje de células ap'optÓticas~ E~tc)sicresuiÜidos 

. •·'· •, \ - ' .·, -···-·· .. ·. . 

sugieren. que la expresión de la molécula CD30 Sn. IÓs linfobla.stos CD4+'ídentifica 

una población protegida de apoptosis, ade~ás. ~ue su exprEl~iÓn ~fitil en• relación 

con la IL-4. 
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Abstract. 

CD30 has been associated to atopic disorders, and, it. has been associated to 

activation states ón ato pie derfr1atitis. CD30 ·. belorigs to .thé Tumor Nécrós.is Factór 

Receptor (TNFR)fclmily'-andit has been propossed that CD30 is able tom.ediate 

either apoptosis ar celí ¡:i'roliferation, however its tUnction on-atopíc/ciiseasesis not 

fully underntood.The ~im of this study was to kno~ ~h~the¡rc;-o3oi~ ~~sc:>ciated 

=~t~np~~~:~~~!i~:;::~::;~::~:~:h:r~~ b~:: 1~: niri~~f~~%;,~tfr~~-~::~;ut ~o~ 
patients with élirways- allergy and cultured specifficaHy;\.vith;p'.fp'teronys~if1US far 

seven_ ci'1~-~ ar~. to __ inhibit the funcion of IL-4, ~~ <~~i~--~:-~,~-~-~+A~~fü~~jc~~J~béjdy_ 
agains\ CD124:, which is the IL-4 receptor alphá c~ain:\lntr¡;icejllular cytc:)l<in,es, 

CD30 e~pres~icm and apoptosis were evaluated.-·Th~,,r~~~Yt~ ~~¿~~¿j-_\~~t a_r~und 
90°/o ofblasts generated in this system, were Co4t·c~ll~ ~rici ;9b%'a!c83():+. cells 

were CD4.+cells. IL-4 and IFNgamma h~d their P}ateu of .e;xp~;,;s-si-¡:;n on 

CD4+CD30+ blast cells on day 5, whereas _IL-5 had i'ts plateú of éxpression at day 
-· - -- ,,-_, .k '-~, • ";. • ~ - " • ,. • • ' ·- - • .. -. • •• '"". ' • •• • - • 

seven. 7AAD and annexin V analysis, .s.t16wec:l'th.at CD30+ cel,ls fere negativa to 

both. When anti-CD124. moAb ~as-·u~~d.:\he:expression of có4:t:tro:;c)-.~> was 

reduced by 50%, moreover,:th~;~¿~b~~-;6t~pc)ptotic -c~lls in~-~~~¿~d a~d the. 

number of blast cells geneí-ate_d \.V~sicfecr~ase~:L Tne.se results sugg¿~t t~at ,CD30 

in an allergic system is associated to cell proliferation rather than · apoptosis. 
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lntroduction. 

CD30 has been associated with Th2 related processes such as allergic disorders 

.(Blanco et al.;1999;'Cappróni etal.;'1997; Cavagni etal:;"2000;.[)~~~eret al., 

1997; Dum111eret F.·'1998;Esnault etal.,·-i 996;Folste¡r~Holst,e>t.al .. ;.2002; Spinozzi 

et al., ··1995;)S~z.:'.iki;' fo!.)9). c03o function)a!i' allér~ic.'.ciis~·.;;;e~\h~~.'be~n 
associated•with:a Th2 pattern. (YamamotC> et al .•• 2000; Bengtsso.rí;'2001 )ilf1cvi,tro 

:~:::::;+~ci~J:~:J ~"::":, :::,~°'~;,~~i~t~í~~t?f J;~~~;~~·§~;6 ·. 
expression·.is .. regulated by IL-4 (GHfillan .er"!/.~.1~9,8),,~nd has;.bée¡n;des~ribed .as 

an impartél~t c6stin1u1atory sig~al ·far t~~~~e~~'.~~~i~f:~~~ih~.j.t~~.~~4~~?,~~:~~-~;.,~~el 
Prete· ~ta13,1995). lt· has been pro¡:><=>fie¡d·thaf.,?P.3():fu9ctiqri,is:,aql~?to,rT113~ia~e 
either. apb;tosis.· or proliferat~o~· .. • si~~~.1.~· ~p~;i~:f~···*•~·f'.J°tí'.~~~~ci?:FJ.'.~~t·;~~¡~,.~t·~I, 
2000;. Schn,eide¡r. and Hubinger •. 2002; ·s~~~ ;a.nd ,~ook;\·200.1 ).\TCR-inde¡pendent 

CD30-rn~diélted .. f L-13 .• releas.e·~~rr~lat~c:f:v}¡~·t,•~ci~¡t~ti¿;ri· ~f, ~F~~. t~~~~·6a'li1ci ·ha~e 
important • . iri,p\ications. ¡ri' .. ·.~¡;~y~¡};,fl~~.rt.~tl~~·~. (~~·~]~ "~i<.~/ .. ;';·;2Bf>2'): ~ -fh~¡-~ ··.is 

eviderí~e. that a.T~1fy-ií2 ir,lpaiiin~~ i.:; asthmatic inflammation ·may bS a resúttof 

prernatúre::.~Pc:í~tc:i:~.is;,;i{y,:iitt1in;.th~· Th1 súbset (Cormican et al, 200"1). Íri-~fact, 
peripheral c::írloííoh . .'.ietearc cétis of atopic patients treated with specific 

immunothe;~~y~j ~tió~ed ·. that · in vitre allergen stimulation determined , that 

CD4+1L4:f: 'cell~; ~~derwent raf'.lid apoptosis, suggesting that a Th2 activated 

populéltiorl ir~2'(¡'¡;;(;~~ii-sed., beéau-se selective apoptosis on that cell population 

(Guerra et al .. '. "2001 ). Also, there is a seletcive resistance to Fas-dependent 

apoptt:lsis :º~ T · c~lls • from asthmatics, because an ineffective activation of Fas 

signal tr~n~d~ctlon which may contribute to T cell-dependent immunoinflamation in 

asthma (Jayaraman et al., 1999). The aim of this study was to determine whether 

allergen-induced CD30 expression on CD4+ T cells is associated either with 

proliferation ar apoptosis and to know if the blockade of the IL4R affects CD30 

expression and cell survival or apoptosis on an atopic model. 
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Materials and Methods 

Subjects. The. group ofsubjects were organizad _as follows:~15_ patie_n_ts y1ittiatopic 

rhinitis and miÍd asthma (7 male and 8 female); age 26± 9 years. ft.llergic C::ondition 

was confir!Tled. \~ith• a .clinical history and. physicaL exéJmihaiiori ,/s1<in; :Wick test 

positiva .to b~;;nat~phagoides pteronyssi;,us ,CAllen~ta~-d.'Me~icC>rcfry,_~exico). 

::::.~~~~jl~~!i11r~~i~'.~J;~~~~:);~;i~~~~~~~~~~¡~~~~~~~~;p~::y~ 
Skin prick tést. négátive\t()C)er_m.at<?phagoi~es:pter'?nys!Sin,us <C)erp);· Al.I patients 

a nd corit~bís ·;;.,-~;~ r~'f~¡Pr-;~8' a'¡{~ 'aC:C:~ptké:ifü> ~¡;¡rt'i6ip~t~?í~~t't~{5~~1~:~yf~ th~ pmt~col 
was apf:lr6vE!bt:Alitiei''E!t~ic~1'd6.:-r;'ITliti~¿-bi\ti'~ -healft-. in'~tii~ticiri':o+áti1ki1_./--·-• 

Cell is()latio~./P~~i~~~r"11 blo~d mononuclear cells. (PBMC) w~rÉl d~tai.~e~ fróm 

whol_e blÓÓc:L ~y-.i:Ísi~h a cfüferential centrifugation gradient•·-densÍty ,(Ly~phciprep 
Axis:..shie1d; .0510 Norv.iay). Cells were suspended in RPMl-1640 (Sigma, St Louis 

MO, uSA). ·~:irj;~(~i~b·u¡Íy ·was determined by Tripan blue exclusion 'dY~~'·::.:::· · ':;:,~:. ·. · 

'· ,. ··'···· ': . . ~>(<-'>j·.:·.~· 

Dete-rminatio~{,~f cell proliferation. 1x107 PBMC diluted in 1 mi ot'.~ RPMJ{were 

incubatedfof".10 min at room temperature (25±30ºC) with 15 µI of O.S:m_M.Garboxi­

Fluoresc~in~:;fub~imidil~Ester (CFSE)(Molecular Probes, Eugene, oR?'.:usA) in the 

dark. After~incuoation cells were suspended in 8 mi of RP.M1::1'64o medium 

supplemeílte~·,v.:;ith 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS) ancf centrifuged, 

the cell pelletwas diluted in 1 mi of supplemented RPMI (1Cl% heat-inactivated 

FCS, 2mM C-glut~mine, 100 IU/ml of penicillin and 100 µg/ml of streptomycin 0.1 M 

[3-mercaptoetlÍancil, 0.1 M sodium pyruvate. 

Cell culture. 2;e¡x105/200µ1 cells were cultured in supplemented RPMI and seeded 

in a 96 weUc~ll_culture plate (Nalgene Nunc lnternational, Denmark), at 37ºC in 

5% C02 atníosphere. Cells were stimulated with Der p (Allerstand, México) at 

different concentrations and different time to establish the optimal time and dose 
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fer the subsequent. assays .. Cells were stimulated with ConA (2µg/ml) as a 

stimulation control. At different time, ceil~ were harítested and labelled with labelled 

monoclonal antibodiés to céll surface ma;kers- a~d in.tracellu.lar cytÓkinés (see 

further).. . ....... =c·=~~·=~,;~:c. ....... c'.o.==='===...:....=•= '"éj=~=.L ··=·== ,.. ~~=~.::~ ••• ;. =·· 
• ·~~;~,_,,:" - ··. ··.-- ·- - ,~-.. '_'.~~~-:~_-:;· -:-·_<'·--' - - ;,_,:_: :.-~./~/~· -_ ,~,.cJ-.- ·:~.'. -. • 

1 L-4R Blockacie:/T~.~1C)C::kth~ ·a,ctivlfy~of:•the·•·1 ~S4·•·,reé~¡:Ítor;;:5() ''ngf rn•I ;of a•. blocking 

monoc1ori~1 ·~·~t¿~~~·~·.~9~irist•·IL~R,~'.<~.~q'.;s~~t;i;~~r:rvú;;n.~a~~!,!~f i\.11'J.;.~!3·Á). w,as 

used as re6omi'.nendedcby¡;ttié manl.JtáctUrer:tó~inhibiÚIL::<f·:fur11::Úon;'.iri amin vitro 
systerÍí (Kit~·M:¡.:¡¡:~· :;·;c•~/:'~~·19'89}. =';•'.'' ;.c:i,• '" ' :'"' .:•;. /'. ~é;;·; ·····' ;, •• ':c: ; ... ~ • .:: · ' ' • 

\.o · _,._ <,;.-.:.v. ,, .. ; '.~; <"~-,>~ ··. :.·';.'. 
·.:;::·\:: -~·>>- - ', ·~. ';._.,....- ··,:.:::<.','.'.'.'": '--·· •'<.";:.+.·- - '-·.:· __ '.,'.J;'.'._':::-/ . - - : . : : '-_ -~ '.;· .. ; ':, .;_· - . 

Cell surface}~t~inÍng an~'/ntr8.C::~if~1~~.cYfc:j~i_ri~~-5~E;l!ºr~itíéi":'.~stíH~)~ ~)/1.0~19/ml 
Brefeldin.· A was>~dded;t<:>>,th~'ct311 'cu1ti1re·to.Únhihit•ithértra~s'port.~6tfney,/ c0okine 

production. ce11sv;;c3re ~a~h~~ ".):~.~:-~~~-¡~~-¡~~'\~;~~~'~;fübg~~~-~f,.i,~.;·~s~~:¿~~:~1i.~.~ 0.1 s M 
(PBS), 0.2% bovine. ~eru111 ·.· al~uf11irl •.<.B:3f'.),. and:· ?'~%;':f'J.af\13);:and~l.abeUed<with 

San José, CA, USA);. Súitable 

Apoptosis. Tvvo .. m~tho~s ~erE;l pérformed ·to determine apoptosis. • One rnéth~d is 

relatad to ·thee~p~~~~i~n";~f·posphatidylserine using Annexin-V ·(Safita Ciuz•·lnc, 

Santa Cruz,c6.: U~.A)'~ndp~opidium lodide (PI) (Sigma, St. Louis;MO,.lJSA) and 

the other is to" d~t~r.mir'Íe ttie. cell membrana permeability using the dye 7-Amino­

Actinomycin~i::>-(7.AJ\o)~tiÍch is also an intercalating DNA molecule Described by 

Lecoeur (Lecoeur ef at., 1998). 
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FITC-Annexin-V. 1X106 ceUs ~ere diluted in 50 µI of bindi~g buffer (10 mM 

HEPES-NaOH pH 7.4, 2.5 mM CaCl2, 140 mM NaCI); and .incubated with 1µg 
.. . 

FITC-Annnexin-V for 15 min at RT in the dark; cells were.irícUl:Íatedwith 1 ~Lg PI or 

CD30-RPE .. Cells ~er~·~~ql.Jired ·.on. FACScalibl.l~T~]~·(8'0c;tc)n'(oi¿kih~C>n>' 5_~n José. 

CA, USA). Apopt°'tic·cells'were considered 1 P negati\le(aríd~j\ri'~exinEVp(:)sit,ive: To 

estimate the apo'ptÓti¿ indElx (Al} apoptotic cells we~e,'di~id~d ~f t~t~{of ga~~d cells 
(blast cells). · <;ji' .• . .· ~,··:•( :,·· ., .;i: / ' ·•· 
7-AAD. After ceU'stai~ing, samples were incubated.with27;:'f'AD';foi,2o·minutes at 

4ºC in ·th~d~~k~~T~'e;~amples were acquired c:>'l"lf=Á.'c~·¿~(¡ti~t~~··;/.'A blast cells 

gate was. cr~at~d !(jepElnding on FSC vs 7 AAD f¡~tú'{~s;·;::?~~·:~;,;l~cted ttie blasts 

7 AAD negatfoeí gate to analyze the samples.. . · ;.f' ' .. •: \'•: 
,_,:;.;:::_,:,, .. / 

Statistical Analysis~ The data .obtainecl Í~ t"his study ~ere evaluated using the Mann 

Whitney "U" test ~~o:o5 ·was takE:ln as statistically significant, and correlation 

coefficient was calculated with Pearson product. 

Table 1. Main characteristics of patients and controls. 

Subjects n Age SPT* lgE (Ul/mL) 

Allergic 15 26 +g ++++ >300 
Non allergic 7 35±8 Negativa <300 . SPT. Skm Prtck Test to Dermatophago1des pteronyssmus . 
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Results. 

Cell Proliferation. To ~etermine the optima! time and allergen concentration cells 

were -stail'leC:I with CFSE~c~Aftefr 3;···!:)~·and ?.~days~óf cultüre ,8n:d, ºwitl') cjiffer'ent· dósés 

(from 1 º· fo 40 J.Íglm! ),: é:ells víi~re tiar.iested add ;-án ·an~!ysis{was made 1. 

=~~º~~i·~-~~J;~fif~&~~~~~~xt~~;%~;rf~1~i~~~~~:€~~]~~~~~~~~~:e;;~:¡g,ti;;~tt~~~:'~ 
flourescence~;intensity"a.sfdescribed\by/jl\,nguloiand¡Fulcher:(Angula;and't=ulcher, 

.>>:f',:f;,:? ... ~;~-;.,:: .. , ·f'.~:.;::~~- '.;,;~:.;_~_::_:,0~-~-.::·-~'.:t·:~"-/-:'..'~-~;::., .. ::~;: <-:·:.~.:;:.-..;;,,.' ~·-~;:.:~<.,.~/-:t::·_; · i':( '·:··J.:;:;·-: ':-·i_ / •. · •• _ J -~:·· <·- / : ./-,: .. ·'.r .-:;·.:. ;· ;: __ -'. .- -· ..... · 
1998)The rei::;ults ofth13, aueirgic; group\Ner~ as fol.loV/s:J'"he perpentag~ ofthe bl¡;ist 

ce11s atte~3.da'~k6t'.iú~Zl~~ t;~;ik:3'.3·('±/ó'.~~~%?afi~;::~;cii;iy;;~~56 ± 1':36% and 

at sevei.n•.cl~~~-.~t-:~lÍ~:~JV~:)~.i·~~t~?,pt~~~~;*t,gJ~~~~-~-~~,'~~-~~~2 5~5-~?i~~ °(º' "rhe 
optim¡;¡I .. all13rgeíl 1conci;?ntr¡;¡tion '; ..... as~_det13rrnined~·i.n !a •. dese respons.e,.· rT1anri13r, ~nd 

~~:~:i:::~~~aif &f,~~~~~1~~·.~~ffl~:~f~ri~I{:~~:fi¡er~~=;~:~irr~~~~sfi§uie_.·.· 1 . 
Percenfage''c>f,bl~sté:ell~.has a direct positive correlation (corl"el¡;¡tid~'"coefficient 
=0.98, p=:;o:c)S>'.~i~~fol~isl~n lndex, which allowed to make analy~is;~rÍ.blasts gate 

taking far gf~nié'é:l.füát proliferating cells were analysed. The control. gr'aup stiowed 

no changeéeithe'rin the blast percentage ar Division lndex, at a_ny time and dese, 

which me'·~r.~·thatstimulus was allergen specific. 

CD30.Expreásion ·· 

To dete~r'íii~e;the optima! time which CD30 was expressed en CD4+ blast cells, 

blast cells_ .were harvested at different time points and labelled with mouse anti 

human CD30-f3PE and mouse anti human CD4-FITC and analysed in the blast cell 

gate. We,fot'.il1ci,that 90% of CD30 cells are CD4+ cells after allergenic stimulation 

as well aswetfÓÜnd that CD30 has a time dependent expression; during three days 

of stimulus).1±0.S1% of expmssion, at day five 8.2 ±o.a % and at day 7 an 

expressio~ ~t.45:5\i: 5;3 %. en GD4+ blast cells culture with 20 µg/ml of allergen 

(figure 2). Th¿ ~ªT¡;'e,.s stÍmulated with Con A far 3 days, expressed en the allergic 

group 9.68 ± 1.11 Ó/ó, whereas th•a samples of the control group stimulated with Con 

A expressed 35.5 ± 7.6 %. The stimulation with Con A showed a similar blasts 
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production between groups, however there was a lower expression of CD30 in 

activated cells on the allergic group, which means that the CD30 expression in the 

allergic group i.s allergen specific. 
To cietermlne ___ ¡( 1 L4 ·-stimulated CD30 expression on CD4+ blasts, cells were 

incubated ~VJith ar without allergen and with ar without anti-CD124 at differerÍt time 

point;, at ~· cC>nc~ntraÚon of 50 ng/ml (recommended by the manufacturer). We 

found a.'r~~u~~i()D __ @:n.i¡,d 30º/o_(Figure 2) en CD30 expression en CD4+ blast cells 

as well-as:a''redLJétion.(9°,Í,,) iri. the percentage of total blasts, which means that 

CD30 exp~~s~ic:in is dependeni en IL4 and the necessity of IL4 in the production of 
-blast ce ns: .. . . ·- . 

Determin~tion C>i .;;pbptotic cells . .. . :;- ·. ·;-·, '-"- -"'. '.-

Blast cells \Nere a_~alysed,taking into account Annexin-V/ IP staining features (IP 

negativa Anne~i~::.v;'~cí;,'mv~) to calculate the Apoptotic lndex (figure 3A and 3B). 

The all~rgic 87C>Jg• ;;-116~ed ~X.A.1 = 0.12 ± 0.03, whereas the control group showed 
. . . '-·- •. - ' - ~.: ,. -· '''8 ' • ' -,, --: ,~·. •" . ·-' . ' . 

an incre'as_e lrÍ tlÍe apoptoticirÍdex with 0.58 ± 0;13as sho.\,Vn in Figure 3C. -Afier 

co~culture witharÍti~cc)':f24-there,\Vasart increase.-•• irt U1e•A1;·¡n ,th~ '.a.IÍ,ergic, gr()UP 

t~:i!if.~~etl~~~i~~?~~i~~i~lf ,,~~~~f~~~ 
cens were nat e~pres'~¡~~ F>s-~1-itheir membrane as abserved in apaptauc ~ens. 
To evaluate the membrane irÍtE!grity of CD4+CD30+ blasts, cells were incubated far 

20 min at 4ºC in the dark with.7-AAD after CD4-FITC and CD30RPE staining, and 

acquired in FACScaliburT.M. When cell membrane is permeable it becomes 

permissive to the 7-amino actinomycin D (7-AAD) which stains the nucleus of both 

early and late apoptotic cells. The analysis was made en blast cell gate. 7 AAD 

negative, large lymphocytes were considered non apoptotic blast cells. After seven 

days of allergenic stimulus, blasts were generated only in the allergic group, and 

after cell surface labelling 7AAD was incubated in the cell samples to analyse the 
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Figure 1. PBMC of atopics were stimulated with different concentrations of allergen, far 7 days, 
showing percentage of blast cells (circles) compared with the Dlvision lndex (inverted triangles). 
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Figure 2. Exppresion of CD30+ on CD4+ blast cells. PBMC were stimulated with allergen (circles), 
or without stimulus (triangles) and with allergen and anti-CD124 (squares) atdifferent time. 
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Figure 3. Representative dot plot comparing AnnexinV-FITC vs PI on blast cells gate of an 
allergic, after 7 days of allergen stimulation (A). Representative dot plot comparing AnnexinV-FITC 
vs IP on blast cells gate of a control non-allergic subject, after 7 days of allergen stimulation (B). 
A chart compaing between allergic (left) vs non allerglc (right) subjects (C). A dot plot of blast cells 

of an allergic patient, after 7 days of allergen stimulation, the cells were 
stained with Annexin V-FITC and C030 PE (O). 
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Figure 4 .. A) Dot plot of PBMC slimulated 7 days with Der p (A), and with allergen plus 
anti-CD124 (B) analysed by Forward Scatterand 7-AminoAclinomycin-D-
Dot plots of the bias! cells gated region comparing CD4 vs CD30. Cells stimulated 7 days 
with allergen (C) and cells stimulated with ailergen plus anti-CD124 (D). 
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permeability of theceUmembrane: The blasts (;D4-t:CD30:+- show~d to be 7 AAD 

negativa. which meélns co4'.+- blasts expres~ing có30+ ~ré not .-;ipoptot_ic. 

To kno\N jf .the funr.tion: of,C,0124 changad the, non~ªP,()J'~otic•cor1dition of 

~~d4zh~~;w::}=r~~~~e~.~;'F'§:~;~.tr~~::~~~~~~~~d~~;Jf ~;;4~~ 1i~;ry:;t:··i~~. 
cells .. wé:cíbsented'ari ;increásei:l:'c)fiapoptotic cells¡.when.0 compar~a with the:cells 

:~:~c:~:td,T:i~l~Zf;Z·~~¡;~~~si:iºf2z~$·at~~~6~~±~;~füirJl?~~t~¡~j:~~i-·p· .. INhich 
• -,-· ,'_.r,., ~;·~-_:·e:-::-;::~~•~:\-., 'é; ;._.=,•.· ·~,t:;:\i; ':~;e· :;_~·:~'-•:•.= '.'' - -,,~-- ;·.,_._,,•_ ~:~·-·;_·,__,: ::{'.:-' -.~"'<-,;~·_:;-; .r:..'.·=-':'_·~ ;-~1·~t~~~.~.,:. 

lntracellu18;r c~bkin13:s~-:After¡'n.hÍbiting·cYtokinetransport:wlt~ Br~jf31~in'A;á.nd after 

cell surf~c~.·~té]ihJB9>:;?§~.i1 ~~ib~1es·.,•weí-e ··incubáted ;fAt~}.ijip~~~;,.i;:iyc,; or,¡:>E-
conjugateciimof.;b.~ágain~t human intracellular· cytokines¡~:rhe,' per?ent,age,of blast 
CD4+CD3o};~~fr~Z·¡;~~cii'..cing _l_L4 had its. maximúm"e~p~¿;;5¡gñ1~td~~·'fi\j~ (20.5. ± 

3.5°/~) .;~s . .\ve}i,:,·~~; the CD4+CD30+ cells pr<:lc!~~i~g' IFN< witlÍ :ai maximÍJm 

expression:at day'i(five (25.95 ± 10.07%) Whereas'tl1epercentage:Of C64+CD30+ 

blast c~ll~:~r~ciJbing, IL5 had its maximu~ prodl.JcÚo~ atd~~ se~e~ V:.,ith .· 4S.5 .± 
' _·.-: :·:::.:'.'',!·.:"·'.=.· .. ' . ,, 

5.3%.(Figure5). 

Discussiorl .. 

1t has t>e!eri: p~ci¿ossed co3() as á>Th2 mari<ei- in a11ergiC Cíisorélers, anc! it has been 

associateci·.·•to••acÜvaUon ·st~t~s •• hovveverits rcíle~.in'at?pic''diseases•••·is•not •. tü11y·· 
understooé:L·There' él~~ c'órítrC:>\ier~ial studi'es ¡;¡, 'the' r~le of Co3o. in séveral • .,:,odels. 

·'·¡ '· -

l~)~~~f f J:~lllJ!1III~f !tlltif f f jJ1,f I~ 
Cols. (Till ét °at., 1997):.Ttiis cÓnfirms•the prÓmirie';:;t:'rcíle'.of this cYtokine in the 

patgogenesis aHergic Ínflamméltioi-í' GD30 is<él 'riiernber, of the TNFR family 
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! ".__.JL.i'_ 
Figure 5. A) Cytokine expression of CD4+CD30+.determinated on blasts, IFNgamma (dark bars) 
IL4, (light bars). Cells of allergic patients stimulated with allergen at different time points. Results 
expressed are the mean± SEM. 
B) Comparison between CD4+CD30+ (dark bars) and.CD4+CD30+1L5+ (light bars) cells after allergen 
stimulation of cells of allergic patients. Results expressed are the mean ± SEM. • p<0.05 
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(Armitage, 1994) in its cytoplasmic tail has a dom¡;¡inwhich allows TRAF proteins 

dimerization and T~AF prot€lil1s- ~ª\fe bee.n impÚCated in activation of NFKB (Wajat 

et al., 1999),·ln.abse~ce of CD30:-rnediat~dd~grad~tionof T~f\F:-~;,~NF or other 

~~;~i:1~~~]~,~~~1~~1~{~f ~:f~~~~~~Jf~~It€E~ 
since •we•·•identifiéd'iCÜ30~issn'egatiiiéfor-Annexinv;::indic~tin"g'cthat:'f"S{molecules 

are not. be~11··· i~~??~~€~:;·-i?:i~t~:ei~·c~1i·· ~e~b¡a~~i~tf·~~;·g~~~::~r-~~E~';'it~~r~~v.er_ 
CD4+CD30-:t:- blast c(3Us ¡;¡re negativ(3 fer 7 AAD, IN':lich also~sup¡:¡()rts ,the. poi;¡sibihty 

that CD30, il1· this';,;;cldel} .~<Oirticipates regul~tl-~g;;h~íÍ:'Pf61lf~r~ti~~·¿f~the~ thEln· 

apoptosis. Repecited : anti gen ·'exposure< may.····.deplete · Th1~P()lc,iriz(3.d''€lfíectors. 
leading to . Th2 :prE!doWri~~n'~e· (~~~~9· )(- et~í..1991'):. ~tliélÍ ·2&~id %cl:l1~¡~' the 

un balance towards_ Tl12 •observad in ,all_eri;;íic di sea ses. and their characteris~ic Th2 

inflammatory 1esions.' Allergic'ciiseasés are associated with reducel'8'.'.apoptasis _ot 
inflammatory cells~ apopfos¡~'.si~riii1s in'átopy and asthma measureid(with cDNA 

arrays showed a con~e~ei:i\iup~r~~ulation_ 'of several pro-survi.~ai)~Yt~ki~es and 

growth factms{Brut~chi{~t ~/; 29ci:ú: immunotherapy did not chaní;{¿-t¡.;~ pr~file of 

cytokine. __ prodúctiol'l'_b~-.i;e:~Ú~.-'._~t'li'1:e_ induced the elimination._oi'"Th2'ó'rZcc)i'..ra~ing 
the preponderancec,o~~l""h1 (ci'u~i-rcÍ-E]f.a/., 2001 ). IL-4 induce~,th·e~,e~presslcm of 

~~a~~s~¿:1cJ;~<~~~i¡~~~e~t~~~:~~~~)~-=~08;;:d1 ::~)til:~~n :s~J;~~pi~~~~€~~i~~1~~-~~ 
IL4 function; in·this.study;~ad_ding ~.similar blocking. CD124iantibody __ tothe culture, 

:~e;::~~=~~:;~T:i:~~~ln,~fJ~%~~1,~:~~ {:l1~1t:?sdJ~~~~tr~~t~t~~:~~t~JJt!~c;º~ 
~r~:0ot:x~::ijji~,;~1\'~~S3;'~~fi~~~!8trf i~J~:;::t::7:i~fe~~i~:5z~i~ ~~~~;~ 
expression was only th~'h'alf;''this§o,uld be dueto not only that IL4 mediates CD30 

expression · bui ;;;Ísq 6b'-stirT1Ui~t~ry_- signal through CD28 mediates CD30 

expression. CÓ30 can prornote',proliferation in this system because it can act as a 

positive r'egulat~r 6f activ~ted T celffunction. (Gilfillan et al., 1998) 

r-------:~::::-:::-~~-~--. 

I rALll5F~: S~ir-~N 
.i-1- ._,.,\t....01...TB 
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Our results indicate that CD30 seems to be able to identify a cellular population 

which seems to be protectecl from passive apoptosis through tL4. 
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DISCUSIÓN GENERAL. 

Se ha propuesto que en las enfermedades alérgicas hay un desequilibrio de la 

respuesta inmune hacia una respuesta tipo Th2, ~ qué~"Se-~ refleja e~ como 

hipersensibilidad tipo l. También se ha ide'ritificadÓqÜ~'las células presentadoras 
- . , , > ~· .. ' ... ·;. "·" ' .. -.,. .· .. :,, -· - .. '- . , .. -· ·,.-. - . -

de antígeno (CPA) desempeñan:una fLinción')m'póitan'te en esf:e:desequilibrio. En 
. . ' .;.. .. ,._- '., -.... -_.,,' .. ·. ,_,. ~ -·.; -·-. ·' ' - ... ,.. ~- - - . ' .. - -:--- . ';_,' ,.'. " .>' . '•' - ··' -- .· , . • · .. _. 

las enfermedades .. alérgicas; se ~i.tia'\.en(;oí,fral:io}i.que, ;íos;\1infoc;~ti)s·;·~cD4::+: ... de 

glicosilación se hari.iclentificáí:Ío Usando•1E:etin'as (LiS::'ysi-laí-óii;~19a6}y anticuerpos 
',.'·i ._,_._ :1- j ,. 

(Galván et.a/.,'1998).· ;r•;· · · ·'·.d:·····.>'· '·•?.•. ·'.'.:;.':.'.;.··.:.· · 

~:;~~~:~:=~~?z;::~~:~~~f #f ~[\~f l~it~t~f ~;Jf s;;~~ 
(Lascurain et al., 1997) y que esta subp~~lación'_e)(pr~sa tra~sé~itos'para·IL4 e IL-

1 o (Chávez, 1999). En modelo ani~al. la·;~~o'i:í'1~6íór'WCi~~1~~~6¿¡t6~:¡;1'-cod:.::; a~menta 

:~t~adef::u~:il d:a

1

: a:~:~::~n li~;lb-i~~~~'.~~~~~1~~i~~~!~{~~~~.[~$~t¡~f~::e::: 
:ó;:;:~: :iªªc~:::::~::1:~rn:rJ~~~~~~~~~~=!t~~~~~~fff;,1~r~f~~f:i::~i~~:: 
~:~:~:~~~~~ó~0:e~~~J~i~~f{in~rél~~'.~\trf ~~'~t~;;~,~,~tiiZ~!~~tt~~:7~º~e;~;~e ~: 
encontró una correiaéión' de'· la eipresíé>n 'de la '·estruétu~a. sacarídica reconocida 

por ALL y el perfil Th2 obtellido p~r ~I ínélib~ IL-4/IFNy. Los datos indican que el 
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actividad en la dermatitis atópica (Katoh et al., 2000), y que el CD30 se encuentra 

en células'con- un perfil de citocin'as tlpoTh2 (Bengtsson, 2001): La correlación 

positiva qu7 _encóntramos-ent~<3 los porc~lltajes'de_ c~lulasCD4-+:CD3()+. y los de 

~~~~g~~:~~~i;f ?~~~6i¡~~[~~~%~1i~i~~~~~É:~~ 
cuando_-. 10:~-;1~ú,~~il1,~~;l;~{~'t~:~~~;;'.'?~};~J;;,~J,~I~~~k~J.éJ~-~,~~t~-~f,~~~];~~¿.i.,~:fr,in,/:~á'?Jc:Iº.~- _se 
lleva a· cabo rT18:diant8:·~~ proc8:5<:)¡:>rot8:ol,i~ico'adya,cent7:éi-18, ¡:>orc:;ión,.e)(tema de la 

¡~~~~~=tiJilt~tfltltlt 1111~11ti1rt1!~ 
que la dermatiti~- a~ : cC>~tácto es un padecimiento considerado' _como 

''"'-¡,l"·, 

hipersensibilic:lad'Üpo IV con un predominio de la respuesta Th1 en su patogenia. 

Los dato~'~ug-i'ere;r-{'que la expresión de la estructura sacarídica recbíÍc:>i:;ida,Pc::>r 

ALL en : IÍnfÓcitos · CD4+ está en relación con la respuesta Th2: T¿nibién' se 

exploraron C>t:~;;.5 marcadores de activación relacionados con la actividad ci¡;¡ C:é1u1as 

tipo Th2, a~i31iz~ndo la expresión de estas moléculas en los linfo'cito~\C::o4+ y 

moléculas c~~stimuladoras en células presentadoras de antígeno ~ro~~derit~~ de 

sangre periférica de pacientes con diferentes procesos alérgicos, t~ntC> ~n~stados 
de actividad como en estados no activos. Nuestros resultados .mÓ~tra~on ciue él 

'~··'·: ·,,f"J.'.".~. -~··" ..::." ·-' ' -

porcentaje ele los linfocitos CD4+CD30+, CD4+CD124+ y C[)4.:fCp152+ de 

pacientes con dermatitis atópica (DA), estuvo elevado en -comparación con el 

grupo ~e pacientes con dermatitis de contacto así como en- los .otros procesos 

alérgicos. Con réspecto a las moléculas coestimulatorias en las células 

presentadoras de antígeno, observamos que la expresión de CDBO en linfocitos B 

y fue mayor eri- la rinitis activa y en el asma moderado, lo que sugiere que tienen 

participación en el mecanismo de alergia confinado a la mucosas de las vías 
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estado de activación de alergia condiciona a un mayor número de linfocitos que 

expresan este marcador sacarídico, s_ugiriendo la expresión de 0-

glicosiltransferasas. Piller et al. encontraron ·que exist_e_ una máyor áctividad de 

g~~~ª~~;~:l~:;~~~i*li~J~itif ii;lf {~lf lf ~~]! 
evidencias que demuestran /9u~·"°:~r1i,r)f°:C:i.~e>s:,·d_€ll~élnQ,reJi;ii3rif¡3.~i,C:~fde~PCl(;ientes 

embargo, esta polarizaci~n 'n°: es.consecuei11ci~ \d€lla¡est1Tu1c:icic)l1'co11/Pfv1A. ya 

que no se presenta_. en_ i~s.li~~~~j!~-~\~iJ~t.·~~}~~).~~~~Y:i~~~f;'~6';~~~·r:¡s~:~-·_;; j\ ~;- ··• ._···. 
En el estudio comparat!..,o'.ae;lél actividad.·.~~;l¡;is'dife.rentei~,mélnifest~C:ie>nes de_._la 

~~~;:::~Z~i·iJlti~~~~~~~~~~Jc~f ~}Jl~~~i~~t~~~ 
de los pacientes eri:.e~t~d·o acti~ode, la enfer~edad,dii,;,i~~yer~~; con respecto a 

los individuó"s éon{e1'{fü~d·ecimÍento no activo. J-á'mbién hubo una correlación 

positiva entre¡lo'~_-li~'f66'ito"~ CD4+ALL+ y linfocitos CD4+CD30+ y en contraparte 

enconfrarrio~.ú~.;¡ ·C::~rrelación negativa con los linfocitos CD4+ALL+ y linfocitos 

CD4+CD62L_;:~ :·~,,:'·todos los padecimientos alérgicos. Diversos estudios han 

relacionád'iJ 16~=¡:y,¡,¡rcadores de activación celular con los estados de agudos en la 

alergia, don~~- ·~~ ha encontrado que el CD30 y su fracción soluble (sCD30) 

correlacionan con el estado de activación de la enfermedad y los niveles séricos 

de lgE (Esnault et al., 1996). Se ha sugerido que el sCD30 es un marcador de 
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aéreas. Observamos que la 'población CD4+CD124+ se encuentra elevada en los 

pacientes con dermatitis atópica. El CD124 es la cadena alfa del receptor de IL4 

(lzuhara, et al, 200.0) y lá1L~4 es un' ~i~?cillacarélcterlstica de la respuesta Th2. El 

CD152 (CTLA=4)7es uríá:moléi3Ü1a~qÜe;~~-ci¡~e'n'cLfenfra-en linfocitos en estado de 

activaCión, nuestrp~ d~tÍ:>~~n,6iti-arci.riqJ~'.~l;pcii-c~lltaje de linfocitos CD4+CD152+ 

~~~3[t1~~~1l1Ilillll!~l~l1~~?~fü~~~ 
Con respecto a la prese~ci~ ;~e· CD3~~ en,'Jos procesó.s alérgi~os •. se• analizó su 

posible. furi6íó~;.c=1.,(;~~o~s· u~~-~9_í~·~~1,~;;g~,~~;~ifS~fiWj;~~I.~l~'~iJq~V;~~cOJn~ce~ 1a 
familia de )os receptores. del ·"Tl'JF/(TNF;R); ~su: ,ª)(presión está relacionada 

::E::f ;;:·:~7:~~:;S;~;?~~~~f ~j~~\~~í{i~;~"±tE~::::=::~ 
molécula de 120. kDa, .que:pu7cie.i.re'güÍa-riproce!sos:t8rito de -muerte celular o 

~::~v;;· ':::~:.7."'J:,1:~t=~&~f~·~~lt~~t~~1~1~:;;~9::v~:~·e~t·~~~ 
procesos ató picos.· (Bengts~oll, ~.001 )/~sin f ernb~rgó•,todavía no. se,· ha asociado la 

:~::::::t::r-:=~~º::~1t~~~~i~1i~·~,~~i~~~~~~1~~~~~~i~ir~~=~i:~~~66~~ 
alergeno-específicos que'.río},é,stérí;:,E3ñ'.,apáptosis; ·así que este marcador está 

::::u~:d:o::1?~u~~IJ;Tdfi-1&~1}J~~rvtE~;,2v~:~~~:r·laq~~:iif~r:~ii~~a~~~fil7:;:t u~~ 
1998 ). Además el cbáo si!i h~ a;¡ociado también con la actividad del padecimiento 

. ·' ' . - ~~ . '" ' - -. - ·- -- '. ._ . ·~-. ·, ., . ~ ,, -

alérgico (BengtssC>ll-. 20o'1jJo'eaé:uerdo con estos resultados se ha seleccionado a 

la subpobladónL-?'64'.+-c'o3o+ c¡,mo referencia para comparar los resultados 

encontrados,coci':.t\i:_.L_, por lo que el modelo de estimulación antigeno-específica 

ante el Dertnatl:)phagoides pteronyssinus que se realizó en este trabajo, se 

permitirá obser\tar el comportamiento de la subpoblación celular CD4+ reconocida 
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por ALL en e.1 niodelo de ato¡:1ialn vitroy asi comprender más acerca de su posible 

función en el fenómeno atópico~ 

Finalmente, los ;tí~focit~s·C[).4+ r~conocido~, se encuentran desempeñando una 

papel ~n la a~tl~aclÓn c~i1,Lí1~;::0r'i.é1.fein'Ó'rTiéirlo,,~1érki,b6,-~debido a su asociación con 

otras· rnoléculas'de:acti~l;;cióri'c~lul~r.~;e1'p~rli1''cie ''c.itobinas _en el microambiente. 

Las posÍbl;;;~:,~1.i"n6io~¡,;5 /ci;;;'t1~"·~s-~n.1c~ur~'.•· ~~,c~r1~};;a·/r~conocida por ALL son: 

conferir laprbt~bi::ión':'a(p~oteasas,' facilit~r la. com'l.lnicación entre células o 

favorecer I~ adheren~i·~ c~l~Íar,'(Kob~ta, 19g;; R~~~u~sen, .1992; Zanetta et a/;, 

1992; Lis y Sharon; 1993). 
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PERSPECTIVAS 

Para analizar la participación de la subpoblación CD4+ALL+ ante un estimulo 

alergeno-especifico: 

1. Se realizarán ensayos de _estimulac_ión in vitrn_y,se analizará el cambio en el 

porcentaje de las células CD4+ALL+, ... - . 

2. Se analizará la cinética,. de' ex!Jresió,Q y, ,su ~'socicición con c;_i~oCinas en 
,.,. ' ,:·- ,, ·_ ~ : :-: ,· "" ,o:-

sobren ada nte. __ _ ___ ;,•,_.: ·::-~'.:,,·~:~~ ~- y· - '"' _ ·· '>> _. -- ::_'.'e> 
3. Se analizará esta sLibp()bláC:ió~ con're-!>peetoºa in~icadore-s'de'proliferación 

ce1u1ar y apoptósis~ ;i>·ii·í;;¡T5~·¡;:¡;;;}~¡'.i~,;·ti~i~; ::ie'u~~--~~iJ1~¿i~h r~~u1~cidrá º 
activadoradelfer{gme~¿•i¡1¿f!;)i6ke;F/ :,:&- ~;;:\·,:+~t:-;;g;.;t "---- · 

4. Se realizarál1 ~:11s';¡-~6s,de~ci~~t~r~•de Cit6c;ri~~ (IL4);i:ÍFl'Jy)·pa~a-·estudiar_la 

Pa;. ·lf #~{~§l~;~f~}~~itl~1~~~g~~i~[X'~~;:~ª:~~.~~n::: 
proceso~ ciEii:l;i~tiv'3é:i'Ó~-¿t;l¡ti'ia~. / ' • _... ·• ':' '< · 

2. Se realizará'n ensaybs de ·<'Jctiva6ió~ rriedi~nte ALL; para definir si esta 

molécula está dir¡;btame~te ·involucrad~ en·· Íos ft;lnó~erríos de activación 

celular. 
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