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Marcadores de diferenciación celular en conjuntivitis alérgica
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en linfocitos de pacientes con conjuntivitis alérgica
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RESUMEN

Objetivo: Determinar la expresión de CD57+ en células estimuladas con Dermatophagoides pteronimuss (Der p) y la
expresión de marcadores asociados con memoria central o periférica en células de pacientes con conjuntivitis alérgica.
Material y Métodos: Se determinó por citometría de flujo la expresión de CD57, CD27, CD45RA, CD45RO, CCR7 y Ki-67
antes y después de estimulación antigénica con Der p. Las diferencias estadísticas fueron evaluadas con U-Mann-Whitney,
las correlaciones con Pearson y se consideraron diferencias significativas con p<0.05.
Resultados: Se observó en pacientes con conjuntivitis alérgica un incremento en la frecuencia de células CD57+ antes
(p=0.0001) y después (p=0.0003) del estímulo con Der p. El índice de las isoformas de CD45 (CD45RA/CD45RO) fue
3.3:1 antes del estímulo (p=0.02) y de 3.1:1 (p=0.003) después del estímulo antigénico. Se observaron correlaciones
positivas al asociar CD45RA con CCR7 y CD27(r=1; p<0.0001) y correlaciones negativas al asociar CD45RO con CCR7
y CD27(r=-1; p<0.0001).
Conclusiones: La frecuencia de las células CD57 se incrementó después de la estimulación específica. Observamos dos
subtipos celulares en los pacientes con conjuntivitis: uno de ellos fue CD27+CCR7+CD45RA+ (memoria central), el
otro fue CD27-CCR7-CD45RO+ (memoria periférica). Se requerirán de estudios funcionales para dilucidar el papel de
estos dos subtipos celulares en pacientes con conjuntivitis alérgica.
Palabras clave: Conjuntivitis alérgica, marcadores diferenciación, células CD57.

SUMMARY

Objective: To determine CD57+ expression on cells stimulated with Dermatophagoides pteronimuss (Der p) and to
determine cell surface markers associated with central or peripheral memory on cells from conjunctivitis patients.
Material and methods: Mononuclear cells were obtained from peripheral blood to determine CD57, CD27, CD45RA,
CD45RO, CCR7 and Ki-67 expression on cells before and after antigenic stimulation with Der p. Data were analyzed by
flow cytometry. Mann-Whitney test was used to compare statistical differences. Significant correlation was performed
with Pearson test. Significant differences were considered when p<0.05.
Results: We observed increased frequency of CD57 cells before (p=0.0001) and after (p=0.0003) Der p stimulation in
conjunctivitis patients. CD45 isoforms index (CD45RA/CD45RO) was 3.3:1 before stimulation (p=0.02) and 3.1:1
(p=0.003) after stimulation. Positive correlations were observed when CD45RA was associated with CCR7 and CD27(r=1;
p<0.0001), negative correlations were observed when CD45RO was associated with CCR7 and CD27 (r=-1; p<0.0001).
Conclusions: Frequency of CD57 cells increase after antigenic specific stimulation. We observed two cells subsets in
conjunctivitis patients: one of them was CD27+CCR7+CD45RA+ (central memory), the other one was CD27-CCR7-
CD45RO+ (peripheral memory). Functional studies are needed to elucidate the real role of these two subsets in patients
with allergic conjunctivitis.
Key words: Allergic conjunctivitis, differentiation markers, CD57 cells.
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INTRODUCCIÓN

Las conjuntivitis son un problema de salud reconocido ofi-

cialmente en el Diagnóstico Colectivo de Salud de México

en el año 2006 (1); ahí se documentó que las conjuntivitis

en general se encontraban en el séptimo lugar dentro de las

diez primeras causas de morbilidad (1). De todos los tipos

de conjuntivitis, se sabe que las de origen alérgico son las

más frecuentes, de tal manera que las conjuntivitis alérgi-

cas se encontraban para ese mismo año como la cuarta cau-

sa de consulta oftalmológica en el Instituto de Oftalmología

“Fundación Conde de Valenciana”(2).

Debido a su alta frecuencia, el estudio de la inmunopa-

tología de las enfermedades alérgicas es una necesidad en

la actualidad. El desarrollo de esta área ha permitido ge-

nerar conocimiento nuevo relacionado con el desarrollo

de tratamientos novedosos o proponer marcadores bioló-

gicos que orienten la toma de decisiones terapéuticas; en

este sentido se han descrito una serie de marcadores de

superficie celular asociados con respuestas inmunológicas

crónicas, como CD57.

CD57 es un determinante antigénico oligosacarídico

sulfatado también conocido como HNK-1 (por sus siglas

en inglés Human Natural Killer-1) (3). Aunque CD57 se

describió primero en células NK y como parte de molé-

culas de adhesión en células del sistema nervioso cen-

tral, en la actualidad se sabe que este marcador puede

expresarse en algunas subpoblaciones de linfocitos T (4).

La función de CD57 en linfocitos T se desconoce, se sabe

que las subpoblaciones linfocitarias que lo expresan se

incrementan en estados de estimulación antigénica cró-

nica como tuberculosis (4), artritis reumatoide (5), pars

planitis (6) y asma (7).

La caracterización fenotípica de los linfocitos T CD57 fue

realizada en una enfermedad inflamatoria intraocular (6),

en donde se llegó a la conclusión de que los linfocitos T

CD57 tenían el fenotipo CCR7-CD27-CD45RO+/CD45RA+;

estas características fenotípicas correspondieron con célu-

las efectoras totalmente diferenciadas (6). Aunque se ha su-

gerido que los linfocitos T CD57 están involucrados con el

daño intraocular, no se conoce si también participan en el

daño inmunológico de las conjuntivitis alérgicas. Por lo

anterior, el objetivo de este estudio fue determinar si exis-

tían cambios en la frecuencia de linfocitos CD57 después

del estímulo in vitro con el alergeno de pacientes con con-

juntivitis alérgica y si las células estimuladas con el alerge-

no expresaban moléculas asociadas con diferenciación ce-

lular de memoria/efectora.

PACIENTES, MATERIAL Y MÉTODOS

Pacientes

Se incluyeron en este trabajo pacientes con diagnóstico de

conjuntivitis alérgica sin otras patologías oculares agrega-

das, que acudieron a las consulta de inmunología y/o cór-

nea del Instituto y pacientes de la misma edad y sexo clíni-

camente sanos.

Material

Anticuerpos monoclonales (mAbs) y reactivos

Se compraron de Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa Cruz,

CA, USA), anticuerpos contra CD57 humano y Ki67 conju-

gados a Isotiocianato de fluoresceína (FITC); el anticuerpo

anti CD57 conjugado a Ficoeritrina-Cy5 (PerCy5), fue ob-

tenido de anticuerpos del laboratorio Abcam (Cambridge,

MA USA); Los mAbs contra CD27 y CD45RO conjugados

a FITC se obtuvieron de e-Biosciences (San Jose, CA, USA);

el anticuerpo anti CD45RA conjugado a Ficoeritrina (PE)

se obtuvo a partir de BD PharMingen (San Diego, CA, USA).

Los mAbs IgG contra CCR7 conjugados a PE fueron com-

prados a RD Systems (Minneapolis, MN, USA). El Lym-

phoprep (Ficoll densidad 1.077) se obtuvo de Nycomed Phar-

ma (Nyegaard, Oslo, Norway). La saponina, el medio de cul-

tivo RPMI 1640, PMA, ionomicina, y las sales fueron com-

pradas de Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA). El sue-

ro fetal bovino fue comprado en laboratorios HyClone (Lo-

gan, TU, USA).

Métodos

Separación de células mononucleadas (CMN)

Las CMN de sangre periférica se separaron del paquete eri-

trocitario por centrifugación a 1750 rpm en Ficoll-hypaque

(1.077 de densidad), durante 30 minutos a 18oC. Una vez

obtenidas, se lavaron en dos ocasiones con PBS y su viabili-

dad fue valorada por exclusión del colorante eosina, cuan-

tificándose en un hemocitómetro.

Cultivos celulares

Las CMN obtenidas fueron cultivadas en placas de 24 po-

zos, colocando por pozo 1x106 células en 1 ml de medio de

cultivo RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino al

10%. Las células se mantuvieron en una incubadora a 37ºC,

5% de CO
2
 con una humedad del 95% durante el tiempo de

estimulación con el antígeno.

Estimulación con antígeno específico

Las células obtenidas fueron estimuladas con dosis óptimas

del antígeno Dermatophagoides pteroyissinus (Der p) en

placas de cultivo y se mantuvieron en esas condiciones du-

rante 7 días.

Determinación de la concentración óptima del antígeno

Para llevar a cabo los estudios de estimulación antígeno-

específica fue necesario determinar la capacidad proliferan-

te del Der p en un paciente alérgico reactor en la prueba

cutánea al antígeno a evaluar (Der p). Los ensayos se reali-

zaron por triplicado y en concentraciones crecientes de pro-

teína. Se colocaron 1x106 CMN en cajas de 24 pozos, du-

rante 7 días a diferentes concentraciones de Der p: (2.5,

7.5, 10, 12.5 y 15 µg). Al terminar el tiempo de estimula-

ción, las CMN fueron recuperadas y marcadas para deter-
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minar el porcentaje de células mononucleadas en prolifera-

ción por el antígeno (Ki-67).

Determinación de proteínas extracelulares por citometría

de flujo

Terminado el tiempo de cultivo, las CMN fueron cosecha-

das y marcadas con anticuerpos monoclonales dirigidos con-

tra CD27, CD45RA, CD45RO, CD57, CCR7 conjugados a

un fluorocromo. Brevemente, 2x105 CMN fueron incuba-

das en presencia de mAbs contra las especificidades descri-

tas durante 30 min a 4oC en oscuridad. Al terminar el tiem-

po de incubación las células fueron lavadas con PBS y fija-

das con paraformaldehido al 1%. Los resultados fueron ana-

lizados por citometría de flujo.

Determinación de proteínas intracelulares por citometría

de flujo

Al concluir el tiempo de cultivo, las CMN fueron recupe-

radas y fijadas con paraformaldehido al 4% por 10 min a

4oC. Hecho lo anterior, las células fueron lavadas con PBS

en dos ocasiones y permeabilizadas con saponina durante

15 min a temperatura ambiente. Posteriormente las célu-

las fueron incubadas en presencia de un anticuerpo anti-

Ki67 conjugado a un fluorocromo durante 30 min en la

oscuridad. Al concluir el tiempo de incubación las células

fueron lavadas con PBS y fijadas de nuevo con parafor-

maldehido al 1%, para después ser analizadas por citome-

tría de flujo.

Análisis por citometría de flujo

Todas las células fueron analizadas para expresión de mar-

cadores reuniendo 5000 eventos usando un citómetro de flujo

FACScan (Becton Dickinson, CA, USA) y Software Cell-

Quest Pro. Para analizar los marcadores de superficie celu-

lar, se dibujó una ventana en la población linfocítica basán-

donos en las propiedades físicas (tamaño y granularidad).

Se utilizaron como controles anticuerpos de isotipo de espe-

cificidad no relacionada conjugado a FITC-, ficoeritrina-

Cy5- o ficoeritrina. El marcaje de fondo fue de <1% y se

restó de los valores experimentales.

Pruebas cutáneas

Se realizaron pruebas cutáneas por el método de Prick con-

tra los alergenos más comunes encontrados en la población

de nuestro país. La lectura se consideró positiva cuando la

roncha formada fue mayor al control con histamina.

Análisis estadístico

Se utilizó la prueba T de Student o U-Mann Whitney para

comparación entre dos grupos, dependiendo del análisis

de normalidad, considerándose una p<0.05 como estadís-

ticamente significativa. El análisis estadístico se realizó

con el programa SigmaStat 3.1 y las gráficas con Sigma

Plot 10.0. La correlación clínica se realizó con Spearman

o Pearson dependiendo de la distribución normal de las

muestras.

RESULTADOS

Determinación de la capacidad proliferativa del antígeno

Para determinar la concentración óptima del antígeno Der-

matophagoides pteronyssinnus (Der p) a utilizar en los en-

sayos in vitro, se realizó una cinética de concentración en

CMN por triplicado. El análisis de la proliferación se reali-

zó determinando por citometría de flujo la expresión de Ki67

en las células estimuladas encontrando que a una concentra-

ción de 2.5 µg/ml 1×106 céls se incrementaron 1.9 veces la

frecuencia de células KI-67+ en células estimuladas que en

células no estimuladas (p=0.04). En una concentración de

7.5 µg/ml 1×106 células observamos que la frecuencia de cé-

lulas Ki-67+ se incrementó 3 veces (p=0.02) en células esti-

muladas en comparación con las no estimuladas. Al evaluar

la concentración de 10µg/ml 1×106 células, encontramos que

el incremento en el número de células Ki-67+ fue de 2.1 ve-

ces (p=0.005) en células estimuladas que en no estimuladas.

Cuando se utilizaron las concentraciones de 12.5 µg/ml 1×106

células y 15 µg/ml 1×106 células encontramos un incremento

de 2 veces en células estimuladas que en no estimuladas (Grá-

fica 1). Con los datos obtenidos se observó que la concentra-

ción óptima de antígeno que inducía una mayor proliferación

fue la de 7.5 µg/ml 1×106 células, por lo que esa concentra-

ción fue la que se utilizó en los ensayos posteriores.

Frecuencia de células CD57+ en pacientes con conjunti-

vitis alérgica

La frecuencia de células CD57+ fue 2.5 veces mayor en pa-

cientes alérgicos que en sus controles sanos (p=0.0001).

Posterior al estímulo alergénico, la frecuencia de células

CD57 se incrementó de manera similar tanto en sujetos alér-

gicos, como en los controles sanos. Pero al comparar la fre-

cuencia de células CD57+ en células estimuladas de pacientes

Gráfica 1. Evaluación de la proliferación con Dermatophagoides
pteronyssinnus (Cinética de concentración). Se observan los cam-
bios en la frecuencia de células Ki-67 a diferentes concentracio-
nes de alergeno en µg/ml.
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versus células estimuladas de controles observamos que la

frecuencia de las mismas se mantuvo 2.3 veces incrementa-

da en pacientes (p=0.0003) (Gráfica 2).

Expresión de marcadores de superficie asociados con res-

puestas efectoras-memoria en pacientes alérgicos y con-

troles sanos

Al analizar la expresión de CD27 en CMN de pacientes con

conjuntivitis alérgica, encontramos 3.5 veces más frecuen-

cia de células CD27+ en pacientes que en sujetos sanos,

posterior al estímulo observamos que la frecuencia de célu-

las CD27+ disminuyó 1.1 veces en pacientes, pero siguió

manteniéndose 1.9 veces por encima de la frecuencia de los

sujetos sanos (Gráfica 3A).

En cuanto a la expresión de las isoformas de CD45 obser-

vamos que la expresión de CD45RA en CMN no estimula-

das fue 1.07 veces más en pacientes que en sujetos sanos;

posterior al estímulo, la frecuencia de CMN CD27+ se man-

tuvo 1.1 veces por encima que los individuos control.

En el caso de la expresión de CD45RO observamos en las

CMN no estimuladas de individuos con conjuntivitis una

frecuencia 1.1 veces mayor que en sanos; posterior al estí-

mulo, no se observaron cambios en la frecuencia de las cé-

lulas CD45RO+ en individuos alérgicos, pero sí en sanos.

Al analizar la relación CD45RA/CD45RO observamos que

la mayor parte de las CMN no estimuladas de pacientes con

conjuntivitis alérgica fue de 3.3:1 (p=0.02), y posterior al

estímulo la relación CD45RA/CD45RO se encontró 3.1:1

(p=0.003) (Gráfica 3C).

Los cambios en la frecuencia de células CCR7+ también

fueron evaluados, encontrando que en CMN no estimuladas

Gráfica 2. Cambios en la expresión de células CD57+. Se obser-
van los cambios en la frecuencia de células CD57+ antes y des-
pués del estímulo, tanto en pacientes con conjuntivitis alérgica
como en individuos sanos.

de pacientes alérgicos comparadas con sus homólogas en

sujetos sanos una frecuencia menor de células CCR7 de 1.1

veces en pacientes; posterior al estímulo, la frecuencia de

células CCR7+ se incrementó hasta 1.2 veces por encima

que lo encontrado para individuos sanos (Gráfica 3B).

Análisis de correlación entre las frecuencias de los dife-

rentes marcadores asociados con diferenciación celular

En la Gráfica 4 se observa la correlación positiva hallada

entre la frecuencia de células CD45RA+ y la frecuencia tanto

de células CCR7+ (Gráfica 4A) como de células CD27+ (Grá-

fica 4B) en pacientes con conjuntivitis (r =1.00, p<0.0001).

Consecuentemente, en el panel inferior se observa la correla-

Gráfica 3. Expresión de marcadores de superficie asociados con
diferenciación celular (memoria central/periférica). Se observa la
frecuencia de expresión de CCR7 en 3A, CD27 en 3B e isoformas
de CD45 en 3C, tanto en pacientes como en controles, antes y
después del estímulo alergénico.
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ción negativa entre la frecuencia de células CD45RO+ y la

frecuencia tanto de células CCR7+ (Gráfica 4C) como de cé-

lulas CD27+ (Gráfica 4D) en pacientes con conjuntivitis alér-

gica. (r=-1.00, p<0.0001), en ambos casos en células no esti-

muladas. Cabe señalar que estas mismas correlaciones se

mantuvieron después del estímulo antigénico.

DISCUSIÓN

La participación de los linfocitos T CD57 en enfermedades

oculares fue demostrada al caracterizarlos fenotípicamente

en pars planitis. Los linfocitos T CD57 resultaron ser células

de memoria periférica con capacidad efectora, CCR7-CD27-

CD45RO+ en linfocitos T CD4+ y CCR7-CD27-CD45RA+

en linfocitos T CD8+ (6). En enfermedades alérgicas, se ha

demostrado que los linfocitos T CD57 tienen un papel en la

desregulación inmunológica observada en asma (7). En este

sentido, se sabe que la cooperación de los linfocitos T CD57

favorece la diferenciación de los linfocitos B en células plas-

máticas productoras de anticuerpos, favoreciendo la respues-

ta Th2, característica del estado alérgico (8). Es por eso que

en este estudio buscamos si existían cambios en la frecuencia

de células CD57+ en CMN de pacientes con conjuntivitis

alérgica posterior al estímulo antigénico, además de que se

determinó la frecuencia de expresión de marcadores asocia-

dos a memoria (central/periférica) en las células estimuladas.

En este trabajo encontramos que la frecuencia de expre-

sión de CD57 en células se incrementa posterior al estímulo

antigénico. Estos datos coinciden con d’Angeac y cols (9)

quienes demostraron que las células CD57+ provienen de

precursores CD57- en un estado de estimulación crónica in

vitro. Es posible que los cambios en la frecuencia de estas

células se asocie a la especialización de funciones celulares

como producción de citocinas relacionadas con la respuesta

Th2 como se ha propuesto para linfocitos CD57+ y células

B (8), por lo que queda pendiente el análisis funcional para

esclarecer la función de las células CD57 en conjuntivitis

alérgica.

Otro objetivo de nuestro estudio fue determinar la expre-

sión de marcadores de diferenciación celular asociados con

memoria central o periférica (10) que permitieran esclare-

cer la función de la los linfocitos en conjuntivitis alérgica,

es por eso que se determinaron los marcadores de superficie

CD27, CD45RA/CD45RO y CCR7 antes y después del estí-

mulo antigénico.

Los linfocitos pueden ser definidos por la expresión o no

de dos moléculas CD27 y CCR7 en células de memoria cen-

tral (CD27+CCR7+) que migran a ganglio y células de me-

moria periférica (CD27-CCR7-) que migran al sitio de lesión

(10-12). Por otra parte, las isoformas CD45 tienen que ver

con memoria o virginidad al antígeno, de tal manera que la

isoforma CD45RO se asocia a memoria y la isoforma CD45RA

se asocia a virginidad o a un proceso de diferenciación en

Gráfica 4. Análisis de correlación de la expresión de marcadores de superficie asociados con diferenciación celular (memoria central/
periférica). En 4A se observa la correlación entre CD45RA y CCR7; en 4B se observa la correlación entre CD45RA y CD27; en 4C se
observa la correlación entre CD45RO y CCR7 y en 4D se observa la correlación entre CD45RO y CD27, en todos los casos en pacientes
con conjuntivitis alérgica.
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células efectoras, dependiendo de la asociación de CD27 y

CCR7 (10-14). En este trabajo observamos que al correlacio-

nar la expresión de CCR7 y CD27 con CD45RA y CD45RO.

En pacientes alérgicos se caracterizaron claramente dos tipos

de poblaciones celulares: células CD27+CCR7+CD45RA+,

y células CD27-CCR7-CD45RO+. Las primeras son células

con características de memoria central, su fenotipo indica mi-

gración a ganglio; las segundas tienen características de me-

moria periférica, lo que sugiere que podrían estar migrando

al sitio de lesión. Desafortunadamente, en este trabajo no se

pudieron correlacionar estos datos con la expresión de CD57,

por lo que investigaciones posteriores realizando un triple

marcaje citofluorométrico nos podrá decir en qué subpobla-

ción de células CD57+/CD57- predominan.

Los resultados de esta investigación indican que en

pacientes con conjuntivitis alérgica existen dos subpobla-

ciones celulares de memoria que podrían ser las responsa-

bles directas del estado alérgico y, consecuentemente, las

reguladoras del estado efector final que se traduce en los

datos clínicos del paciente en dos niveles: ganglionar y con-

juntival. Para conocer el verdadero papel en la alteración

inmunológica ocular de estas subpoblaciones celulares será

necesario desarrollar posteriormente estudios funcionales.

En conclusión, las células CD57+ se incrementan

posterior al estimulo antigénico. Hay dos tipos de subpo-

blaciones circulantes en los pacientes con conjunti-

vitis alérgica: una con fenotipo de memoria central

CD27+CCR7+CD45RA+ y otra con fenotipo de memoria

periférica CD27-CCR7-CD45RO+. Estudios posteriores per-

mitirán esclarecer el verdadero papel de estas subpoblacio-

nes celulares en la desregulación inmunológica observada

en conjuntivitis alérgica.
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