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NOTA DE ADVERTENCIA 

 

Artículo 23 de la Resolución No. 13 de julio de1946  

 

“La Universidad no se hace responsable por los conceptos emitidos por sus 

alumnos en sus trabajos de tesis. Sólo velará por que no se publique nada 

contrario al dogma y a la moral católica y por que las tesis no contengan 

ataques personales contra persona alguna, antes bien se vea en ellas el 

anhelo de buscar la verdad y la justicia”. 
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1. RESUMEN 

 

 

La urticaria papular se ha definido como una enfermedad alérgica crónica, 

causada por la exposición a ectoparásitos, como las pulgas. Esta 

enfermedad ha sido estudiada con base en modelos animales, sin embargo, 

aunque estos modelos son de gran utilidad en el estudio de los mecanismos 

inmunológicos, en la actualidad es evidente la necesidad de integrar los 

conocimientos adquiridos en modelos animales a la inmunología humana.  

 

Los estudios realizados en pacientes con urticaria papular por picadura de 

pulga (UPPP) muestran que el infiltrado presente en las lesiones 

corresponde a un proceso inflamatorio relacionado con predominio de 

Linfocitos T (LT) CD4+ y presencia de eosinófilos. Además, se encuentra 

mayor reconocimiento de antígenos de pulga por IgE sérica en los pacientes 

respecto a los controles sanos.  

 

Las observaciones clínicas muestran que la UPPP se presenta 

principalmente en los niños alrededor del primer año de edad, con una 

remisión parcial o total hacia los siete años, lo cual indica la adquisición de 

tolerancia a los antígenos desencadenantes de la enfermedad.  

 

También se ha visto que adultos que no residen en zona endémica de pulga 

pueden desarrollar hipersensibilidad cuando son expuestos a la picadura de 

pulga, por ejemplo por cambio de domicilio. Además, se ha observado que 

pacientes con Síndrome de Inmunodeficiencia adquirida (SIDA) pueden 

desarrollar hipersensibilidad, probablemente asociada a una pérdida de 

tolerancia debida a la inmunodeficiencia secundaria.  
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Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue estudiar 

cuantitativamente poblaciones celulares con potencial regulador y la 

respuesta efectora de LT CD3+ CD4+, específicos de antígenos de pulga 

(Ctenocephalides felis), de pacientes pediátricos con UPPP con el fin de 

establecer posibles diferencias a través del tiempo de evolución de la 

enfermedad que permitan entender los mecanismos involucrados en la 

adquisición de tolerancia en esta patología.  

 

Los resultados de este trabajo muestran en sangre periférica un menor 

recuento absoluto de CDt en pacientes UP<5 (p=0,0002) y UP>5 (p=0,0011). 

Adicionalmente, se encontró una mayor frecuencia de LT CD4+ productores 

de IL-10 (p=0,0001), IL-17 (p=0,0002); IL-4 (p=0,0002) e IFNγ (p=0,0002) en 

pacientes con menor tiempo de evolución de la enfermedad (UP<5) así como 

de LT CD4+ productores de IL-17 (p=0,0002) e IFNγ (p=0,0002) en pacientes 

con mayor tiempo de evolución de la enfermedad (UP>5) al ser comparados 

con controles sanos.  

 

El análisis por tiempos de evolución muestra que la frecuencia de LT 

CD4+CLA+ productores de IL-17 (p<0,0001), IL-4 (p<0,0001) y LT CD4+ CLA- 

productores de IFNγ (p=0,0003) fue mayor en el grupo de menos de 5 años 

de evolución de la enfermedad, mientras que la de LT CD4+CLA- productores 

de IL-10 fue menor en dicho grupo (p=0,0002).  

 

Estos resultados muestran que hay un predominio de células efectoras, con 

potencial inflamatorio, que expresan el marcador de migración a la piel a 

menor tiempo de evolución de la enfermedad, aunque de forma interesante 

aumenta la proporción de LT con potencial regulador (productores de IL-10) 

a mayor tiempo de evolución de la enfermedad en poblaciones CLA-, 

sugiriendo un mecanismo de control a nivel sistémico que podría contribuir a 

la adquisición de tolerancia a los antígenos de Ctenocephalides felis.    
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2. ABSTRACT 

 

 

Papular urticaria has been defined as a chronic allergic disease caused by 

exposure to ectoparasites such as fleas. This disease has been studied 

based on animal models, however, although these models are useful in the 

study of immune mechanisms, is now clear the need to integrate the acquired 

knowledge in animal models to human immunology. 

 

Studies in patients with papular urticaria by flea bite (PUFB) showing the 

infiltrate present in the injuries corresponds to an inflammatory process 

associated with a predominance of CD4+ T cells and presence of eosinophils. 

In addition, there is greater recognition of flea antigens by serum IgE from 

patients compared healthy controls.  

 

Clinical observations show that PUFB occurs primarily in children at first year 

with a partial or total remission at seven, which indicates the acquisition of 

tolerance to antigens that trigger the disease. Also, it has been shown that 

adults who do not live in flea-endemic area can develop hypersensitivity when 

they are exposed to flea bites. In addition, it was found that AIDS patients 

may develop hypersensitivity, probably related to the lack of tolerance due to 

secondary immunodeficiency.  

 

Based on foregoing, the objective of this work was to study the proportion of 

cell populations with regulatory potential and the effector response of 

Ctenocephalides felis specific CD3+CD4+ T cells in pediatric patients with 

PUFB, to establish the possible differences through the evolution time of the 



11 

 

disease in order to understand the mechanisms involved in the acquisition of 

tolerance in this disease.  

 

Results of this study show lower peripheral blood DCt absolute count in PU<5 

(p=0,0002) and PU>5 (p=0,0011).  In addition to, it was observed a higher 

frequency of IL-10 (p=0,0001), IL-17 (p=0,0002), IL-4 (p=0,0002) and IFNγ 

(p=0,0002) producing CD4+ T cells  in PU<5 and IL-17 (p=0,0002) and IFNγ 

(p=0,0002) in PU>5 comparing with healthy controls.  

 

Analysis by evolution time shows the frequency of IL-17 producing 

(p<0,0001), IL-4 producing CLA+ T cells (p<0,0001) and IFNγ producing CLA- 

T cells (p=0,0003) was higher in PU<5, while CLA- producing IL-10 was lower 

in these group (p=0,0002). 

 

These results show a predominance of effector cells, with inflammatory 

potential expressing skin migration marker to lesser evolution time of the 

disease, although interestingly the fequency of lymphocytes with potential 

regulatory (IL-10 producers) increases in a longer evolution time in CLA- 

populations, suggesting a control mechanism at systemic level that could 

contribute to the tolerance acquisition to Ctenocephalides felis antigens.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

 

La UPPP afecta la población infantil. En Colombia, cerca del 50% de la 

población es menor de 16 años. Si consideramos que en las zonas 

endémicas de pulga, un porcentaje importante aunque no claramente 

establecido de esta población está afectada por esta patología, un aumento 

en la consulta genera aumento en los costos directos, asociado a la ausencia 

laboral de las madres y la ausencia en la escolaridad del infante aumentando 

los costos indirectos, lo cual conduce a que el sistema de salud incurra en 

gastos en una enfermedad que puede ser controlada.  

 

Debido a que la enfermedad mejora hacia los 7 años de edad, conocer el 

mecanismo inmunopatogénico de la enfermedad y los cambios en la 

regulación de la inmunidad que conllevan a la adquisición natural de 

tolerancia a los antígenos de pulga, establecería las bases que permitan 

proponer estrategias de modulación de la respuesta inmune en estos 

pacientes, para disminuir el tiempo de manifestación de la enfermedad y por 

tanto mejorar la calidad de vida de la población infantil y disminuir el costo 

para el sistema de salud.  

 

Si bien en Colombia no se tienen datos de prevalencia de esta enfermedad, 

en países como México esta ha sido calculada entre un 11 a 50%, por tal 

razón, se encuentra en curso un proyecto conducido por la Fundación Santa 

fe de Bogotá dirigido a determinar la prevalencia de esta patología en 

nuestro medio.  
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4. OBJETIVOS 

 

 

4.1  OBJETIVO GENERAL 

 

Comparar poblaciones de células dendríticas y linfocitos T CD4+ en 

sangre periférica de pacientes con urticaria papular por picadura de 

pulgas a diferentes tiempos de evolución de la enfermedad. 

 

4.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Evaluar cuantitativamente las poblaciones de células dendríticas 

mieloides y plasmacitoides y su expresión de marcadores de 

activación. 

 Evaluar cuantitativamente la población de linfocitos T reguladores 

naturales CD3+ CD4+ CD25+ FOXP3+ CD127-/bajo de sangre periférica. 

 Estudiar la respuesta proliferativa de células T CD4+ de sangre 

periférica estimuladas con antígenos de Ctenocephalides felis, en 

presencia o ausencia de células T CD25+.  

 Determinar el perfil de producción de citocinas por LT CD4+ CLA+ y 

CLA
-
 específicos de Ctenocephalides felis. 

 Comparar los resultados obtenidos en pacientes con diferentes 

tiempos de evolución de la enfermedad: menores de 5 años y mayores 

de 5 años y controles sanos. 
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5. INTRODUCCIÓN 

 

 

La Urticaria Papular por picadura de pulga (UPPP) es considerada una 

enfermedad alérgica crónica que se manifiesta con reacciones de 

hipersensibilidad cutánea. Se presenta principalmente en la población infantil 

y se considera de alta prevalencia en los servicios de salud en lugares donde 

la pulga es un ectoparásito endémico. En la actualidad no existen estudios 

epidemiológicos publicados en Colombia, sin embargo, los datos de países 

latinoamericanos como México indican que afecta del 11 al 50% de la 

población (Ruiz-Maldonado, 1973).  

 

Estudios realizados con el fin de caracterizar la respuesta inmune en UPPP 

han mostrado que el infiltrado celular de las lesiones contiene 

predominantemente eosinófilos y linfocitos T (LT) CD4+ (García, 2004). 

Adicionalmente, la respuesta humoral circulante de anticuerpos de tipo IgE e 

IgG muestra diferencias entre los pacientes, de acuerdo con el tiempo de 

evolución de la enfermedad, donde se observa un mayor reconocimiento por 

IgE en pacientes con menor tiempo de evolución de la enfermedad así como 

un reconocimiento por IgG3 en pacientes con mayor tiempo de evolución de 

la enfermedad y controles sanos (Cuéllar, 2010). El estudio sobre el balance 

Th1/Th2 en linfocitos T CD4+ de sangre periférica, mostró predominio de la 

respuesta tipo Th2 frente a un estímulo policlonal en células obtenidas de los 

pacientes al comparar con controles sanos (Cuéllar, 2009).  

 

El estudio de células dendríticas derivadas de monocitos de pacientes con 

urticaria papular mostró que estas células secretan menores niveles de 

interleucina 6 (IL-6) e interleucina 10 (IL-10) frente al estímulo con 
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lipopolisacárido, al comparar con células de controles sanos (Cuéllar, 2007). 

Teniendo en cuenta los menores niveles de IL-10, se realizó un análisis 

preliminar de polimorfismos puntuales de la región promotora del gen de IL-

10, donde no se encontró diferencia significativa de frecuencias alélicas o 

genotípicas entre pacientes y controles (Casas, 2009). 

 

Las observaciones clínicas muestran que la UPPP se presenta 

principalmente en los niños durante el primer año de edad, con una remisión 

parcial o total alrededor de los siete años, lo cual indica que adquieren 

tolerancia a los antígenos desencadenantes. También se ha visto que 

adultos que no residen en zona endémica de pulga pueden desarrollar 

hipersensibilidad cuando son expuestos a la picadura de pulga, por ejemplo 

por cambio de domicilio. Además, se ha observado que pacientes con SIDA 

pueden desarrollar hipersensibilidad, probablemente asociada a una pérdida 

de tolerancia debida a la inmunodeficiencia secundaria. 

 

Teniendo en cuenta los resultados encontrados en las biopsias de los 

pacientes, las variaciones de la respuesta inmune con respecto al tiempo de 

evolución de la enfermedad y la mejoría clínica observada en los pacientes, 

de manera independiente del tratamiento y teniendo en cuenta que las 

células dendríticas y linfocitos T tienen un papel importante en la regulación 

de la respuesta inmune alérgica, que puede conllevar a la adquisición de 

tolerancia a los antígenos de pulga, nuestra pregunta de investigación fue: 

¿Existen diferencias en la frecuencia y/o función de células dendríticas  y 

linfocitos T CD4+, en pacientes con UPPP con diferentes tiempos de 

evolución de la enfermedad y controles sanos?.  

 

Para responder a esta pregunta, el objetivo de éste trabajo fue comparar 

poblaciones de células dendríticas y linfocitos T CD4+ en pacientes con 

UPPP a diferentes tiempos de evolución de la enfermedad, menores de 5 
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(UP<5) y mayores de 5 años años de evolución (UP>5),con el fin de conocer 

mecanismos de regulación de la respuesta inmune que puedan contribuir al 

desarrollo de estrategias diagnósticas o de inmunoterapia que contribuyan a 

mejorar la calidad de vida de la población infantil en nuestro medio. 
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6. MARCO TEÓRICO 

 

 

6.1  GENERALIDADES DE LA RESPUESTA INMUNE 

 

Como resultado de un fenómeno evolutivo, el sistema inmune ha sufrido 

modificaciones y cambios cuyo propósito final ha sido el de preservar y 

proteger el organismo manteniendo la tolerancia a antígenos propios o 

extraños que no tienen potencial patogénico y generando mecanismos para 

eliminar antígenos extraños potencialmente patógenos mediante 

adaptaciones que permiten su eliminación reduciendo al mínimo el daño 

tisular (Cahalan, 2006).  

 

Para llevar a cabo dicha función existen dos sistemas generales de defensa, 

la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa, las cuales se diferencian 

principalmente por el tipo de células, receptores, mecanismos involucrados 

en el reconocimiento del antígeno y estrategias de eliminación del antígeno.  

 

La inmunidad innata actúa como primera línea de defensa frente a la 

infección. Este primer sistema está compuesto por células como las NK, 

células fagocíticas, células dendríticas y proteínas del sistema del 

complemento (Banchereau 1998; Smyth, 2005; Tosi, 2005; Walport, 2001).  

 

Las células de la inmunidad innata tienen la capacidad de interactuar con 

estructuras conservadas y únicas de los microorganismos, conocidas como 

patrones moleculares asociados a patógenos (por sus iniciales en inglés 

PAMPs: Pathogen-Associated Molecular Patterns), invariantes entre algunos 

microorganismos y productos únicos de los mismos, susceptibles de ser 
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reconocidos por receptores de reconocimiento de patrones (por sus iniciales 

en inglés PRRs: Pattern Recognition Receptors) como los receptores 

homólogos a los receptores Toll de Drosophila, los cuales han evolucionado 

en mamíferos recibiendo en estos el nombre de receptores tipo Toll (por sus 

iniciales en inglés TLR:  Toll Like Receptors). La distribución celular de estos 

TLRs, el reconocimiento diferencial de PAMPs, así como la activación de 

distintas vías de señalización, dan lugar a un complejo patrón de activación 

celular importante en el control primario de los patógenos invasores (Zeytun, 

2010). 

 

En la inmunidad adaptativa se presenta una respuesta altamente específica 

mediada por linfocitos que expresan receptores de antígeno como el receptor 

de antígeno del linfocito B (BCR) en el caso de los linfocitos B (LB) y el 

receptor de Antígeno del linfocito T (TCR) en los linfocitos T (LT). Estas 

moléculas son generadas a partir de la recombinación somática de 

segmentos génicos que las codifican y como resultado de esta 

recombinación se genera el repertorio de receptores de alta especificidad 

que median la activación linfoide (Weil, 2004).   

 

El resultado final de la activación de las células de la inmunidad adaptativa 

es la producción de anticuerpos, activación de mecanismos de citotoxicidad, 

liberación de citocinas, activación de otros tipos celulares, todos ellos 

conducentes a la remoción del antígeno, que controlada de forma adecuada, 

permite la generación de memoria inmunológica y la inducción de una 

respuesta rápida y eficaz frente a posteriores retos con el antígeno.  

 

6.2  CÉLULAS DENDRÍTICAS EN LA RESPUESTA INMUNE 

 

Entre la inmunidad innata y adaptativa existe un nexo orquestador de la 

respuesta inmune. Este nexo son las células dendríticas (CDs), un grupo de 
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células que se ha especializado en la captura, procesamiento y presentación 

de antígenos a los LT para inducir inmunidad o tolerancia (Banchereau, 

1998). 

 

6.2.1 Células Dendríticas mieloides  

 

Inicialmente fue considerado que las CDs tenían origen en la línea mieloide.  

Los primeros estudios demostraron que los precursores mieloides de médula 

ósea en el ratón tenían la capacidad de diferenciarse a macrófagos, 

granulocitos y CDs en presencia de factor estimulante de colonias 

granulocítico-monocíticas (por sus iniciales en inglés GM-CSF: Granulocyte 

Macrophage Colony-Stimulating Factor) (Inaba, 1993).   

 

Un resultado similar se encontró en estudios de células humanas donde un 

precursor CD34+ derivado de médula ósea diferenciado en monocitos CD1a-

se comportaba como una población precursora bipotencial con capacidad de 

producir CDs maduras cuando se cultivaba en  presencia de GM-CSF y 

Factor de necrosis tumoral alfa (por sus iniciales en inglés TNF-α: Tumor 

Necrosis Factor-α) (Caux, 1996; Reid, 1992). Más evidencias del origen 

mieloide de las CDs vinieron de la observación que los monocitos  se 

diferenciaban en CDs en presencia de GM-CSF e IL-4, in vitro (Sallusto, 

1994). 

 

Las células dendríticas mieloides (CDm) expresan el marcador CD11c y 

marcadores de línea mieloide como CD13 y CD33 (Sato, 2007) y no 

expresan marcadores de linaje (CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD56). 

Adicionalmente, se ha demostrado que esta subpoblación de CDs expresan 

TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR6, TLR7 y TLR8 (Kadowaki, 2001). 
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Antes del reconocimiento de un antígeno, las CDm se encuentran en un 

estado inmaduro que les confiere una alta capacidad fagocítica con un bajo 

potencial activador de LT (Steinman, 1999). Después de la captación del 

antígeno, estás células entran en un proceso de maduración y aumentan la 

expresión del receptor de quimiocina C-C tipo 7 (por sus iniciales en inglés 

CCR7: C-C chemokine receptor type 7) y migran hacia los órganos linfoides 

secundarios, a través de vasos linfáticos, donde ocurre la presentación a los 

LT vírgenes (Martín-Fontecha, 2009). 

 

El proceso de maduración de las CDm involucra la disminución en su 

capacidad para fagocitar antígenos y el incremento en la expresión de 

moléculas relacionadas con la presentación antigénica, de tal forma que al 

ingresar a los nódulos linfáticos, son potentes presentadoras de antígenos 

para los LT (Lanzavecchia, 2001).  Además, la maduración se traduce en un 

notable aumento en la secreción de citocinas, aumento en la expresión del 

antígeno de maduración (CD83) y moléculas de activación y coestimulación 

(CD80/CD86) necesarias para la activación de LT vírgenes.  

 

6.2.2 Células Dendríticas plasmacitoides 

  

Inicialmente se sugirió que las CDp eran de origen linfoide basados en los 

hallazgos que las CDp humanas expresan productos génicos asociados con 

linaje linfoide, que incluyen la cadena α del receptor de las células pre-T, V-

preB, Spi-B (Activador transcripcional promotor de diferenciación de CDp y 

de desarrollo de células B) y la molécula de señalización Notch-1 (Notch 

homolog 1, translocation-associated (Drosophila)) (Grouard, 1997; Rissoan, 

1999) y no expresan marcadores de línea mieloide.  

 

Dos estudios separados apoyan el origen linfoide de las CDp en humanos y 

ratones. En primer lugar, el aumento en la expresión de los factores de 
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transcripción Id2 o Id3 en células hematopoyéticas CD34+ humanas, 

observada en progenitores de línea mieloide, ha sido observado en CDm 

pero no en CDp y linfocitos T y B (Spits, 2000). En segundo lugar, la deleción 

de Spi-B (un factor de transcripción hematopoyético que se expresa 

exclusivamente en células linfoides) en células progenitoras hematopoyéticas 

CD34+ humanas,  inhibe su potencial para diferenciarse en CDp (Schotte, 

2004).  

 

Las CDp no expresan el marcador CD11c, expresan la cadena  del receptor 

de IL-3 (CD123), requieren de IL-3 pero no de GM-CSF para sobrevivir (Sato, 

2007) y de modo similar a las CDm no presentan marcadores de linaje. 

Adicionalmente ha sido reportado que las CDp circulan a través del torrente 

sanguíneo en un estado inmaduro de manera similar a las CDm pero 

presentan un patrón de migración distinto (Yoneyama, 2004).  

 

Las CDp aumentan la expresión de CXCR3 y CD62E (E-Selectina) más que 

CCR7 y dejan la circulación para entrar en órganos linfoides secundarios a 

través de la interacción con vénulas de endotelio alto (Banchereau, 2000; 

Facchetti, 2003). Bajo circunstancias inflamatorias las CDp migran a los 

tejidos lesionados por medio de los vasos sanguíneos que expresan 

moléculas de adhesión como PNAd (Peripheral lymph node addressin) y 

CD62 (P-selectina) los cuales son ligandos de CD62 (Cella, 1999; Jahnsen, 

2000).  A diferencia de las CDm, las CDp activadas, secretan grandes 

cantidades de IFN de tipo 1(IFN-α, IFN-β, e IFN-ω), que son moléculas con 

propiedades antivirales, inhibidoras de la proliferación celular e 

inmunomoduladoras (Sato, 2007). Adicionalmente, las CDp expresan TLR1, 

TLR6, TLR7, TLR9 y TLR10 (Kadowaki, 2001). 

 

Algunos reportes indican que las CDm pueden inducir diferenciación de LT 

CD4+ hacia células efectoras Th1 productoras de IFN-, mientras que las 
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CDp inducen diferenciación hacia Th2 productoras de IL-4 (Rissoan, 1999). 

Sin embargo, el tipo de respuesta linfoide generada no depende únicamente 

del linaje de la CD, ya que estudios posteriores han mostrado que 

variaciones en las condiciones del microambiente pueden inducir respuesta 

linfoides Th1 y Th2. Esto parece depender de múltiples factores como la 

naturaleza del estímulo antigénico, su vía de entrada, el microambiente, la 

proporción de CPA y de LTs (Langenkamp, 2000).   

 

6.2.3 Células dendríticas y tolerancia inmunológica 

 

Desde el punto de vista de la tolerancia central en timo, las CDs tienen un 

papel importante. Los corpúsculos de Hassall son agrupamientos de células 

epiteliales localizados dentro de la médula tímica y dada su actividad en la 

secreción de citocinas, influencian el desarrollo de los timocitos. Se ha 

mostrado que las células epiteliales de los corpúsculos de Hassall secretan 

Linfopoyetina Estromal Tímica (por sus iniciales en inglés TSLP: Thymic 

Stromal Lymphopoietin) y estas células se co-localizan con CDm. Después 

de superar los procesos de  selección tímica, los timocitos en presencia de 

CDs expuestas a TSLP se diferencian en células con potencial regulador, 

conocidas como LT reguladores (LTreg) naturales (Watanabe, 2005). 

 

Aunque se ha logrado la clasificación fenotípica de CDs plasmacitoides y 

mieloides, se han descrito varias subpoblaciones de acuerdo con sus 

diferencias funcionales. Entre los factores críticos en la regulación de la 

respuesta inmune mediada por las CDs sobresale la interleucina 10 (IL-10). 

La IL-10 se ha descrito como una citocina inhibitoria de la liberación de 

interferón gama (IFN-) por parte de los LTh1 y se ha encontrado también 

que tiene un efecto inmunosupresor sobre CDs, causado por una reducción 

en la expresión de moléculas del Complejo mayor de Histocompatibilidad 



23 

 

(CMH) de clase II, moléculas coestimuladoras y de adhesión y el marcador 

de maduración CD83.  

 

Además, en el sobrenadante de CDs tratadas con IL-10, se observó la 

inhibición de la secreción de citocinas inflamatorias como IL-1, IL-6, TNF e 

IL-12. Estas células se han denominado CDs moduladas por IL-10 y podrían 

explicar algunos fenómenos de tolerancia mediados por las células 

presentadoras de antígeno (CPA) (Jonuleit, 2001). 

 

Otro aspecto importante de las CDs en el mantenimiento de la tolerancia 

periférica en condiciones de reposo es decir, en ausencia de señales de 

peligro, es que tanto las CDm como las CDp en estado inmaduro o 

semimaduro tienen la capacidad de migrar de los tejidos periféricos a los 

órganos linfoides secundarios y contribuir al mantenimiento de la tolerancia a 

lo propio, regulando la actividad de los LT en estas condiciones (Dhodapkar, 

2001). Sin embargo, también se ha mostrado que se requiere de CDs 

maduras para la inducción de LTreg (Cools, 2007). 

 

6.3 LINFOCITOS T EN LA RESPUESTA INMUNE 

 

Dependiendo del microambiente, los LT CD4+ vírgenes pueden diferenciarse 

en células efectoras con diferentes fenotipos. Con base en su patrón de 

citocinas, respuesta a quimiocinas e interacciones con otras células, esas 

subpoblaciones de LT y LTreg inducidos (Tr1 y Th3) pueden promover 

diferentes tipos de respuestas inflamatorias, no inflamatorias y anérgicas 

(figura 1). 
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Figura 1. Subpoblaciones de células T efectoras. Después de la presentación antigénica 

por las CDs, las células T vírgenes se diferencian en poblaciones efectoras Th1, Th2, Th9 y 

Th17. Su diferenciación requiere citocinas y otros cofactores presentes en el microambiente 

celular. Adaptado de Akdis, 2009. 

 

El paradigma descrito en 1986 por Mosmann y Coffman propone que las 

reacciones de hipersensibilidad retardada y que la actividad ayudadora para 

la inmunidad humoral depende de LTh1 y LTh2 de acuerdo con el tipo de 

citocinas secretadas respectivamente (Coffman, 1986; Mosmann, 1986).  

 

Los LTh1 se caracterizan por la producción de IFNγ, factor de necrosis 

tumoral beta (TNF-β) e IL-2 y principalmente se han involucrado con 

inmunidad celular contra microorganismos intracelulares (Mosmann, 1989; 

Paul, 1994) y  en activación de macrófagos en los cuales se ha observado un 

incremento en su capacidad microbicida (Suzuki, 1988).  

 

Los LTh2, producen IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 (Mosmann, 1989) y otras citocinas 

que han sido identificadas como IL-25, IL-31 e IL-33, que contribuyen a la 

respuesta Th2 y la inflamación (Dillon, 2004; Fort, 2001; Kakkar, 2008). Las 

citocinas Th2 juegan un papel en la producción de IgE, eosinofilia, aumento 
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de la permeabilidad endotelial, producción de moco y aumento en la 

contracción del músculo liso (Zhu, 2008). 

 

Dado que la hipótesis Th1/Th2 no explica muchos de los fenómenos de daño 

tisular, experimentos recientes encaminados a estudiar posibles mediadores 

proinflamatorios, han introducido un nuevo tipo celular conocido como Th17, 

que corresponde a un linaje diferente de las células Th1 y Th2 (Harrington, 

2005). Estas células secretan IL-17 en respuesta a la estimulación celular por 

IL-23 (Langrish, 2005).  La IL-23 es una molécula heterodimérica con una 

subunidad p40 como la de IL-12 y una subunidad única p19 (Cua, 2003) que 

diferente a IL-12 no induce la producción de IFN pero si favorece la 

inducción de células Th17. Las células Th17 se caracterizan por la 

producción de IL-17A, IL-17F, IL-6, IL-8, TNF-α, IL-21, IL-22 e IL-26 

(Harrington, 2005; Park, 2005) y han sido involucradas en la respuesta 

inmune frente a microorganismos intra y extracelulares (Peck, 2010) y en la 

inducción de enfermedades inflamatorias y autoinmunes (Bettelli, 2007) 

 

Adicionalmente, se han descrito otros fenotipos de LT CD4+ como son los 

LTh9 y LTh22. Ha sido demostrado que el TGF-β en presencia de IL-4 

reprograma la diferenciación de los LT vírgenes y conduce al desarrollo de 

una nueva población de LTh9 que producen IL-9 e IL-10 (Veldhoen, 2008). 

Estos LTh9, a pesar de producir IL-10, carecen de actividad supresora y se 

constituyen como una población distinta de LT efectores que promueven la 

inflamación tisular (Dardalhon, 2008; Veldhoen, 2008).  

 

Recientemente ha sido descrita otra población de LT caracterizada por la 

secreción de IL-22 y TNF-α, pero no de IFN-γ, IL-4 o IL-17. Esta población se 

ha visto asociada con desórdenes inflamatorios cutáneos y ha sido 

denominada LTh22 (Eyerich, 2009). 
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6.3.1 Patrones de migración de linfocitos 

 

Cuando un antígeno se encuentra en un tejido específico, la activación de los 

LT en los nódulos linfoides proximales resulta en la inducción de células 

efectoras específicas de antígeno que expresan receptores de migración al 

tejido donde el antígeno fue encontrado originalmente.  

 

Los LT murinos y humanos expresan moléculas que actúan como ligandos 

para E-Selectina y P-Selectina como es el caso del Antígeno leucocitario 

cutáneo (por sus iniciales en inglés CLA: Cutaneous Lymphocyte Antigen) 

(Berg, 1991) y los receptores de quimiocinas CCR4  (Campbell, 1999) y/o 

CCR10 (Hudak, 2002), que son cruciales para la migración eficiente de los 

LT a la piel.  

 

A diferencia de las células que migran a piel, los LT con tropismo intestinal 

migran preferencialmente a la lámina propia del intestino delgado. Estas 

células no presentan marcadores de migración a piel y expresan altos niveles 

de integrina α4β7 (Berlin, 1993)  y el receptor de quimiocina CCR9 (Hosoe, 

2004). Esto se correlaciona con la alta expresión de moléculas MAdCAM-1 

principal ligando de α4β7 y CCL25, ligando de CCR9,  que son fuertemente 

expresados en vénulas de la lámina propia y en células epiteliales 

intestinales, respectivamente (Hosoe, 2004).  

 

6.3.2. Linfocitos T reguladores 

 

Además de las células efectoras, se han descrito los LTreg que son una 

población especializada que actúa suprimiendo la activación de otras células, 

manteniendo de este modo la homeostasis del sistema inmune, la tolerancia 

y el control homeostático de la respuesta inmune (Apostolou, 2004; Hori, 

2003; Sakaguchi, 2005). A la fecha ha sido demostrada la existencia de 
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varios subtipos de LTreg que incluyen los LTreg naturales y los LTreg 

inducidos en periferia como respuesta al estímulo antigénico.  

 

Los LTreg naturales fueron descritos por Sakaguchi como una fracción 

menor  (aproximadamente del 5 al 10%) de LT CD4+ en sangre periférica, 

generadas naturalmente en el timo como una subpoblación funcionalmente 

distinta y madura de LT (Sakaguchi,  1995 y 2004). Estas células expresan 

constitutivamente una variedad de moléculas de superficie celular 

comúnmente asociadas con células activadas o de memoria,  

significativamente CD25, CD62L, CD103, antígeno 4 del linfocito T citotóxico 

(por sus iniciales en inglés CTLA-4), y el receptor de la familia de TNF 

inducido por glucocorticoides (por sus iniciales en inglés, GITR).  La 

Neuropilina-1, una molécula comúnmente asociados con orientación axonal 

se expresa constitutivamente en LTreg naturales y su expresión disminuye 

en LT convencionales después de la activación (Bruder, 2004).  

 

Algunos estudios recientes han mostrado que Foxp3 murino que codifica un 

factor transcripcional represor denominado Scurfina, puede ser expresado 

específicamente en LTreg CD4+CD25+ y asociarse con su desarrollo y 

función (Brunkow, 2001; Hori, 2003).  

 

Además, se ha mostrado que la transducción retroviral o la expresión 

transgénica de Foxp3 puede convertir LT vírgenes CD4
+
CD25

-
 murinas en 

células con un fenotipo regulador (Yagi, 2004).  

 

Ha sido mostrado, principalmente en ratones, que el timo normal produce 

continuamente LTreg como una subpoblación funcionalmente madura de LT 

que reconoce un amplio repertorio de antígenos propios y que una disfunción 

en la producción tímica de estas células conduce al desarrollo de 

enfermedades autoinmunes (Maloy, 2001; Sakaguchi, 2000; Shevach, 2000). 
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Walker y colaboradores mostraron que los LTreg de sangre periférica 

humana expresan FOXP3 y son capaces de suprimir la activación y 

expansión de LT in vitro de modo similar a lo que se ha mostrado en ratones 

(Fontenot, 2003; Hori, 2003; Khattri, 2003). Además mostraron que, en 

contraste con la expresión de Foxp3 murino, la activación de LT CD4+CD25- 

humanos vía TCR induce expresión de FOXP3 y que existe una población de 

LT FOXP3- derivados de LT CD4+CD25- con propiedades supresoras 

similares a las de los LTreg (Walker, 2003).  

 

Este hallazgo sugiere dos posibilidades con relación al origen de los LTreg. 

Uno es que los LT vírgenes pueden diferenciarse a LTreg por estimulación 

de TCR y traslocación de FOXP3 de una forma similar en la cual la expresión 

de factores de transcripción T-bet y GATA-3 dirigen la diferenciación de LT 

vírgenes en LTh1 y LTh2 respectivamente (Apostolou, 2002; Thorstenson, 

2001). Otra posibilidad es que algunos de los LTreg funcionalmente maduros 

producidos por el timo sean CD25- o pierdan la expresión de este marcador 

manteniendo su capacidad supresora, como se ha mostrado en roedores 

(Annacker, 2000; Gavin, 2002; Stephens, 2000) y que estos LTreg CD25- 

puedan convertirse en CD25+ después de la activación y que su expansión 

pueda ser conducida por la producción de IL-2 por otros LT.  

 

La identificación de marcadores para la caracterización de LTreg ha sido 

siempre un objetivo primordial. De manera tradicional, los LTreg, tanto 

murinos como humanos, han sido identificados como LT CD4+CD25+. En 

murinos estas células pueden ser aisladas eficientemente con base en este 

fenotipo; sin embargo, en humanos ha sido necesario implementar otros 

marcadores debido a que los LT CD4+ activados aumentan la expresión de 

CD25 (Seddiki, 2006).  
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Aunque la identificación de Foxp3, como un regulador clave del desarrollo y 

función de LTreg ha facilitado su identificación en ratones, muchos LT 

activados (no reguladores) también expresan este factor, demostrando que la 

expresión de este marcador no es exclusiva de los LTreg (Allan, 2007; Gavin, 

2006; Morgan, 2005; Tran, 2007; Wang, 2007).  

 

Adicionalmente, se ha mostrado que la expresión de CD127 (IL-7Rα) se 

encuentra disminuída o ausente en LTreg y por esta razón podría ser usada 

para incrementar la pureza en la definición y aislamiento de esta población 

celular (Liu, 2006; Seddiki, 2006). Por esto es necesaria la combinación de 

los marcadores celulares CD3, CD4, CD25, FOXP3 y CD127 para delimitar la 

población de LTreg humanos. 

 

También, se ha demostrado que es posible que el desarrollo de LTreg CD4+ 

CD25+ con función supresora y expresión de FOXP3 pueda ocurrir en LT 

convencionales bajo condiciones específicas de  activación in vivo, en tejidos 

periféricos posterior al estímulo antigénico (Apostolou, 2004).  

 

A diferencia de los LTreg naturales, se han descrito tres tipos de LTreg 

inducidos por el estímulo antigénico: LTh3, LTr1 y LTreg convertidos. Los 

LTh3 fueron descritos por Chen (Chen, 1994) como LT CD4+ inducidos por 

antígenos, administrados por vía oral, en los nódulos linfáticos mesentéricos 

y se caracterizan por producir gran cantidad de factor transformante de 

crecimiento beta (TGF) y concentraciones variables de IL-4 e IL-10 (Akbari, 

2003).  

 

Los LTr1 fueron descritos por Groux (Groux, 1997) y se caracterizan por 

producir altos niveles de IL-10 y niveles variables de TGF (Akbari, 2003). 

Los LTr1 fueron inicialmente generados por la estimulación crónica de LT en 

presencia de IL-10 (Groux, 1997). Estas células secretan un patrón de 
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citocinas diferentes de los LTh1 o LTh2, son funcionalmente supresoras in 

vivo y capaces de prevenir el desarrollo de enfermedades autoinmunes como 

la colitis (Groux, 1997 y 2003).  

 

Los LTreg convertidos (LTreg conv) son generados por activación in vitro en 

presencia de IL-2, TGFβ y ácido retinóico, expresan el marcador FOXP3 y 

poseen características reguladoras similares a los ampliamente descritos 

LTh3 y LTr1 (Feuerer, 2009). 

 

6.3.2.1 Mecanismos de regulación empleados por LT reguladores  

 

Desde una perspectiva funcional, los mecanismos potenciales de supresión 

empleados por los LTreg en humanos pueden ser agrupados en cuatro 

“modos básicos de acción” (Figura 2). 
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Figura 2. Mecanismos de regulación básicos empleados por LTreg.  a. Producción de 

citocinas inhibitorias como IL-10, IL-35 y TGF-β. b.  Mecanismo de inducción de muerte 

celular dependiente de granzimas. c. Alteración metabólica por deprivación de citocinas e 

inhibición mediada por AMPc y adenosina. d. Mecanismos que modulan la maduración de 

CD como activación de LAG3, la supresión mediada por CTLA-4 e inducción de IDO. 

Adaptado de Vignali, 2008. 

 

La supresión por citocinas inhibitorias involucra la producción de IL-10, TGF-

β o IL-35 como mediadores de supresión (Collison, 2007; Shevach, 2006).  

 

La IL-10 regula la proliferación, diferenciación y función de LB y LT, células 

NK, granulocitos y CDs, entre otros y favorece la generación de LTreg en 

periferia y su función, características que han sido demostradas en diversas 

patologías (Anderson, 2007; Asseman, 1999; Hawrylowicz, 2005; Rubtsov, 

2008).  
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El papel de la producción de TGF-β por LTreg  ha sido demostrado en el 

control de la respuesta inmune frente a patógenos (Kursar, 2007), supresión 

de la respuesta alérgica (Joetham, 2007), prevención de colitis en modelos 

experimentales (Li, 2007) e inmunidad antitumoral (Strauss, 2007). 

 

La IL-35 ha sido referida como una citocina requerida para una máxima 

actividad supresora en LTreg aunque su función no ha sido claramente 

definida (Collison, 2007). 

 

La supresión por citolisis está mediada por la liberación de granzimas y 

perforinas por LTreg humanos (Grossman, 2004). Un estudio reciente 

también ha sugerido que los LTreg activados también pueden inducir 

apoptosis de células T efectoras a través de un receptor de muerte 

denominado TRAIL-DR5 (tumour-necrosis-factor-related-apoptosis-inducing 

ligand-death receptor 5) (Ren, 2007) y a través de galectina-1 (Garin, 2007). 

 

Son varios los mecanismos descritos en la supresión por alteración 

metabólica. Se ha mostrado que los LTreg inducen apoptosis mediada por 

deprivación de citocinas (específicamente IL-2) (Pandiyan, 2007). Se ha 

propuesto que la expresión constitutiva de CD25 en LTreg, capacita a estas 

células para consumir la IL-2 local y detener la división activa de los LT 

efectores por depleción de la IL-2 que necesitan para sobrevivir (De la Rosa, 

2005; Thornton, 1998). Sin embargo, existe evidencia que muestra que este 

no es un mecanismo convencional de los LTreg (Duthoit, 2005).  

 

Otro mecanismo descrito se relaciona con la liberación de Adenosina 

monofosfato cíclico (AMPc) por LTreg. Estos nucleósidos tienen la capacidad 

de suprimir la función de los LT efectores a través de la activación del 

receptor de adenosina 2A (A2AR) (Borsellino, 2007; Deaglio, 2007; Kobie, 

2006). De manera interesante, la unión de la adenosina a A2AR parece inhibir 
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no solo la función de los LT efectoras sino que también incrementa la 

generación de LTreg inducidos por inhibición de la producción de IL-6 y la 

promoción de la secreción de TGF-β (Zarek, 2008). 

 

Adicional al efecto directo de los LTreg sobre la función de las células T 

efectoras, estas células pueden también modular la activación y función de 

las CDs, las cuales son requeridas para la activación de los LT efectores. 

Dado que se han observado interacciones directas entre LTreg y CDs in vivo, 

esas interacciones han sido propuestas como un mecanismo funcional 

atenuador de la activación de LT efectores por CDs (Tadokoro, 2006), en un 

proceso que involucra la molécula coestimuladora CTLA-4, que es expresada 

constitutivamente por LTreg (Read, 2000).  

 

También se ha mostrado que los LTreg pueden condicionar a las CDs a 

través de un mecanismo dependiente de interacciones entre CTLA-4 y CD80 

y/o CD86, desencadenando un aumento en la expresión de  Indolamina 2,3-

dioxigenasa (IDO), una potente molécula involucrada en el catabolismo de 

triptófano que resulta en supresión de LT efectores por disminución de la 

concentración de este aminoácido en el microambiente, necesario para su 

proliferación. (Fallarino, 2003; Mellor, 2004). 

 

6.4  RESPUESTA INMUNE ALÉRGICA 

 

La alergia es una reacción de tipo inflamatorio que se presenta frente a 

antígenos ambientales, generalmente inocuos, conocidos como alergenos, 

con producción de IgE específica para dichas moléculas, reclutamiento de 

mastocitos, basófilos, eosinófilos y LT que secretan citocinas tipo Th2 

(Holgate, 2008). Esta reacción se desencadena principalmente en individuos 

atópicos, es decir, aquellos individuos con predisposición genética a 

desarrollar reacciones de hipersensibilidad, con producción de IgE específica 
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frente al alergeno y reactividad a las pruebas dérmicas. (Holgate, 2008).  A 

pesar de los avances considerables en la comprensión de la naturaleza de 

los alergenos a nivel molecular, la pregunta de por qué esas moléculas 

promueven de manera preferencial respuestas Th2 permanece como un 

enigma. 

 

La expresión de un fenotipo alérgico depende principalmente de dos 

factores: la predisposición genética y las interacciones ambientales 

(Cookson, 2004).  

 

El patrón de predisposición alérgica comprende un complejo desorden 

poligénico, lo cual significa que las alteraciones podrían estar localizadas en 

individuos atópicos a nivel de múltiples genes y podrían ser diferentes entre 

sujetos. Los factores ambientales, sin embargo, también influencian 

fuertemente el desarrollo de alergia y son ellos ciertamente responsables del 

incremento en la prevalencia de alergia que ha ocurrido en las últimas 

décadas en países occidentales. Cómo estos factores promueven o afectan 

la respuesta inmune en esta y otras enfermedades es un tema de discusión 

que condujo a la formulación de la hipótesis de la higiene, la cual, plantea 

que cambios en el ambiente de infección y en el patrón de exposición a 

microorganismos de los niños son factores críticos importantes en el 

incremento de la prevalencia y severidad de desórdenes atópicos (Martinez, 

2001; Wills-Karp, 2001). 

 

Inicialmente, en el individuo atópico, se lleva a cabo el proceso de 

sensibilización que comienza cuando en un primer contacto con el alergeno, 

este es captado por las CDs tisulares que migran hacia el nódulo linfoide 

proximal donde ocurre la presentación de los péptidos del alergeno a los LT 

vírgenes. De acuerdo con el microambiente generado por las citocinas 

presentes, los LT de individuos atópicos se diferencian predominantemente 
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hacia LTh2 y producen IL-4, IL-5 e IL-13, que promueven el cambio de 

isotipo de inmunoglobulinas por el LB hacia IgE. Esta IgE específica de 

alergeno se distribuye por todo el organismo para finalmente unirse a 

receptores específicos (FcεR) presentes en basófilos (FcεRI), mastocitos 

(FcεRI) y eosinófilos (FcεRII) principalmente (Galli, 2008; Larche, 2006). 

 

Clínicamente, pueden definirse 3 fases de la enfermedad alérgica. En un 

contacto con el alergeno posterior a la fase de sensibilización, este se une a 

la IgE previamente fijada a mastocitos y basófilos e induce su degranulación. 

La liberación de mediadores contenidos en los gránulos de estas células 

como histamina, prostaglandinas y leucotrienos, desencadena respuestas 

quimiotácticas y vasoactivas que forman parte de la reacción aguda o 

inmediata de la enfermedad alérgica (Bischoff, 2007).    

 

La IgE producida como respuesta al proceso de sensibilización es captada 

también por CDs, monocitos y LB, incrementando la captura del alergeno por 

estas células, que actuando como células presentadoras de antígeno, 

desencadenan una mayor activación de LT CD4+, los cuales, se encuentran 

involucrados en la fase tardía de la reacción alérgica (Larche, 2006). El 

desencadenamiento de la fase crónica de la enfermedad alérgica se debe 

principalmente al mantenimiento de una respuesta inmune activa frente al 

reto con el alergeno con reclutamiento al tejido afectado de células 

sanguíneas como linfocitos y eosinofilos (Wills-Karp, 2003).  

 

Con relación a la inducción de LTh2 en la respuesta alérgica, dos  

mediadores han sido  identificados que pueden actuar sobre las CDs durante 

el fenómeno alergico para inducir respuestas Th2. La primera es la 

histamina, que adicionada a CDs derivadas de monocitos en presencia de 

lipopolisacárido (LPS) reduce la producción de IL-12 y la inducción de 
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respuestas Th1 mientras incrementa la producción de IL-10 y el desarrollo de 

LTh2 (Caron, 2001; Gutzmer, 2002; Mazzoni, 2001). 

 

Un segundo mediador es la linfopoyetina estromal tímica (por sus iniciales en 

inglés: TSLP), de origen epitelial que es un inductor de respuestas 

inflamatorias Th2. La TSLP es una citocina estructuralmente similar a la IL-7 

(Sims, 2000) pero su receptor (TSLPR) es un heterodímero, conformado por 

la subunidad α del receptor de la IL-7 (IL-7Rα) y una cadena común γ (TSLP-

γ) (Fujio, 2000; Pandey, 2000; Park, 2000). 

 

La TSLP se expresa abundantemente en queratinocitos de lesiones cutáneas 

de dermatitis atópica y su expresión está asociada con la migración y 

activación de células de Langerhans. Esto sugiere que la TSLP podría ser un 

iniciador temprano de la inflamación alérgica mediada por CDs (Soumelis, 

2002).  Más aún, las CDs activadas por TSLP inducen una robusta 

proliferación de LT CD4+ vírgenes alogénicas, que se diferencian 

subsecuentemente en LTh2.  Esos LTh2 producen las citoquinas promotoras 

de alergia IL-4, IL-5, IL-13 y TNF-α, pero no producen IL-10 o IFN-γ 

(Soumelis, 2002).   

 

Los LTh1 también contribuyen de una manera eficiente en la fase efectora de 

las enfermedades alérgicas dependiendo del modelo específico de 

enfermedad y el estado de la inflamación (Finotto, 2002).  Ellos juegan un 

papel en la apoptosis del epitelio en asma y dermatitis atópica (Trautmann, 

2000; Trautmann, 2002). Además, un perfil de LTh2 predominante en 

enfermedades atópicas podría ser resultado de la tendencia incrementada de 

muerte de células inducida por activación de gran cantidad de LTh1 

productoras de IFN-γ (Akkoc, 2008).  
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El descubrimiento de los LTh17 ha llenado un espacio esencial en la 

comprensión de los procesos inflamatorios. La neutralización de la IL-17 y 

funciones relacionadas con los LTh17 reducen el infiltrado de neutrófilos en 

un modelo de asma experimental mientras incrementa el infiltrado 

eosinofílico (Hellings, 2003; Sergejeva, 2005).  

 

Otra población de LTh que toma importancia en el fenómeno inflamatorio 

corresponde a los LTh9. Dos recientes estudios han demostrado que TGF-β 

puede interferir en la diferenciación de LT efectores en una nueva vía 

(Dardalhon, 2008; Veldhoen, 2008).  El TGF-β en presencia de IL-4 

reprograma la diferenciación de los LTh2 y conduce al desarrollo de una 

nueva población de LTh9 que producen IL-9 e IL-10 (Veldhoen, 2008). En 

otras palabras, la IL-4 bloquea la generación de LTreg inducidos por TGF-β e 

induce LTH9 (Dardalhon, 2008). Estas células, a pesar de producir IL-10, 

pierden su función supresora y se constituyen como una población distinta de 

LT efectoras que promueven la inflamación tisular (Dardalhon, 2008; 

Veldhoen, 2008).  

 

Otra población celular que se ha mostrado se encuentra involucrada en la 

respuesta inmune alérgica corresponde a los LTreg inducidos por estímulo 

antigénico (LTr1). Estos LTreg inducidos son capaces de inhibir el desarrollo 

de respuestas alérgicas por LTh2 y tienen un papel principal en la 

inmunoterapia específica (Akdis, 1998; Jutel, 2003).  

 

Sobre los LTreg naturales se ha mostrado que hay una menor inhibición de 

respuestas de citocinas Th2 en individuos atópicos que generan respuestas 

vigorosas Th2 a alergenos (Grindebacke, 2004; Ling, 2004).  Sin embargo, 

no es claro hasta ahora si ésta es una consecuencia de defectos funcionales 

en los LTreg naturales, resultado de una alta proporción de LT efectoras en 
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la población CD4+CD25+ seleccionada, o un reflejo, por lo menos en parte de 

refractariedad en  la regulación de las poblaciones de LT efectores activados.  

 

6.5 URTICARIA PAPULAR POR PICADURA DE PULGA 

 

La urticaria papular ha sido definida como una enfermedad alérgica crónica, 

sin embargo los mecanismos fisiopatológicos e inmunes no se conocen en 

su totalidad. A la fecha se ha demostrado que la etiología compromete tanto 

mecanismo humorales como celulares (Garcia, 2004; Cuéllar, 2007; Cuéllar, 

2009) y además se pueden ver involucrados otros factores como la 

predisposición genética del huésped, la ruta de exposición o la dosis del 

alérgeno (Valenta, 2004; Sokol, 2008). 

 

Los estudios realizados en esta patología han revelado que a nivel celular las 

lesiones cutáneas de los pacientes con UPPP se encuentran con un gran 

infiltrado de eosinófilos y un predominio de LT CD4+ (Garcia, 2004). De igual 

forma, a nivel humoral se ha demostrado que hay reconocimiento de 

proteínas de un extracto de pulga tanto por IgE como por IgG total, aunque el 

reconocimiento mediado por IgE tiende a disminuir con el progreso de la 

enfermedad (Garcia, 2004). Este fenómeno, puede reflejar cambios en la 

respuesta específica al antígeno de pulga como resultado de variaciones en 

el balance Th1/Th2 debido a las citocinas secretadas por los linfocitos de los 

pacientes. Particularmente, en la UPPP las investigaciones realizadas han 

demostrado que los linfocitos de los pacientes secretan mayores niveles de 

IL-4 que interferon gamma (INF-γ) al comparar con linfocitos de controles 

sanos (Cuellar, 2009).  
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

7.1 POBLACIÓN DE ESTUDIO 

 

La población incluida correspondió a un total de 20 pacientes pediátricos con 

diagnóstico clínico de urticaria papular por picadura de pulga: pápulas, 

ronchas y/o papulovesículas pruriginosas en el tronco y extremidades, 

habitualmente agrupadas en dos o tres, de curso crónico que aparecen 

periódicamente, dejando máculas hipo o hipercrómicas en muchos de los 

casos. Fueron excluidos pacientes que presentaron infecciones secundarias 

a nivel de las lesiones, inmunosupresión por enfermedad sistémica o 

administración de medicamentos inmunosupresores y pacientes que 

recibieron tratamiento previo con extracto de pulga (inmunoterapia). 

 

Los pacientes fueron distribuidos en dos grupos según el tiempo de 

evolución de la enfermedad: diez pacientes menores de cinco años de 

evolución de la enfermedad (UP<5)  y diez pacientes mayores de cinco años 

de evolución de la enfermedad (UP>5), que asistieron a los servicios de 

dermatología y alergia de la Fundación Santa Fe de Bogotá. Como grupo 

control se incluyeron 10 niños sanos del mismo rango de edad (C), que 

asistieron a la Fundación Santa Fe de Bogotá, para cirugía programada de 

patologías no inflamatorias (circuncisión, hernia inguinal).  

 

Una vez se informó a los pacientes y sus padres o representantes legales 

sobre el estudio se procedió a la firma del consentimiento informado y la 

elaboración de la historia clínica en formatos aprobados por los comités de 

ética de la Facultad de Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana y de la 
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Fundación Santa fe de Bogotá Las características de los pacientes y 

controles, así como los antecedentes personales y familiares de atopia se 

observan en la tabla 1. 

 

Tabla 1.  Antecedentes personales y familiares de enfermedades alérgicas. 

 

CONTROLES UPPP<5 UPPP>5 

Código 

Edad 

(Años)/ 

Género 

A. 

Personales 

A. 

Familiares Código 

Edad 

(Años)/ 

Género 

A. 

Personales 

A. 

Familiares Código 

Edad 

(Años)/ Género 

A. 

Personales 

A. 

Familiares 

S1 5 / M No No P1 3 / M No No P11 10 / M Rin No 

S2 7 / F No No P2 
1,8 / 

M 
No No P12 9 / M 

No 

Primos:            

UPPP 

S3 9 / M No No P3 5 / M No No P13 5,5 / M No No 

S4 
11 / 

M 
No No P4 

1,8 / 

M 
No No P14 6 / F 

No 

Primos:               

UPPP 

S5 5 / F No No P5 
1,7 / 

M 
Rin No P15 8 / F 

No No 

S6 7 / M No No P6 
2,9 / 

M 
No 

Madre:                      

RC 
P16 7 / M 

No No 

S7 4 / M No No P7 
5,9 / 

M 
No 

Primo:          

UPPP 
P17 8 / M 

RC No 

S8 3 / M No No P8 4 / F No 

Herman

o: 

UPPP 

P18 7 / M 

No No 

S9 
1,5 / 

F 
No No P9 3 / F No 

Herman

o: 

UPPP 

P19 9 / M 

No No 

S10 2 7 M No No P10 2 / F No 
Tío: 

UPPP 
P20 7 / F 

No No 

 

Rin: Rinitis,  RC: Rinoconjuntivitis, UPPP: Urticaria Papular por picadura de pulga, M: 

Masculino, F: Femenino. 
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7.2  OBTENCIÓN DE ANTÍGENOS DE PULGA 

 

Se prepararon extractos acuosos (20% peso/volumen) de pulga completa 

(Ctenocephalides felis) (Greer Labs, Lenoir, NC, USA). Las pulgas fueron 

almacenadas a -70°C hasta su procesamiento, maceradas en PBS 1X y 

fueron mantenidas en agitación constante durante 1 hora. Se centrifugaron a 

14000 g durante 15 minutos a 4°C y se filtraron a través de una membrana 

de 0,22 μm para garantizar la esterilidad. La concentración de proteínas fue 

determinada por la técnica de Bradford y fue de 12 mg/mL.  

 

Para garantizar la ausencia de LPS en el extracto fue realizada la prueba de 

Limulus amebocyte (Pyrogent, Walkerville, MD, USA) la cual tuvo un 

resultado negativo. 

 

El extracto fue almacenado en alícuotas a -70ºC para ser usado durante todo 

el estudio. 

 

7.3  CARACTERIZACIÓN DE CÉLULAS DENDRÍTICAS Y DE LT 

REGULADORES NATURALES 

 

Se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica (CMSP) con 

gradientes de Ficoll-Hypaque (d=1077 g/mL) y se realizó el marcaje para 

citometría de flujo para las diferentes poblaciones celulares. Para las CDm se 

usaron anticuerpos monoclonales Lin- HLA-DR+ CD11c++ (Lin 1 FITC 340546; 

anti-HLA-DR PE-Cy7 335795 y anti-CD11c APC 340544); para las CDp los 

marcadores usados fueron Lin- HLA-DR+ CD123+ (anti-CD123 PerCP-Cy 5.5 

558714). En estas poblaciones se evaluó la expresión de moléculas 

coestimuladoras CD80 (Anti-CD80 PE 557227) y CD86 (Anti-CD86 Biotin 

555656 + Streptavidina (SAV) APC-Cy7 554063). Los anticuerpos usados 

fueron de BD Biosciences y BD Pharmingen, San José, CA, USA. 
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Para la población de LT reguladores naturales se analizaron células 

CD3+CD4+CD25+FOXP3+CD127-/bajo  con los anticuerpos Anti-CD3 Pacific 

Blue 558117; anti-CD4 PerCP 347324; anti-CD25 PE-Cy7 335789; anti-

FoxP3 PE 560046, anti-CD127 Biotina 555288 + SAV APC-Cy7 554063). Los 

anticuerpos usados fueron de BD Biosciences y BD Pharmingen. Las células 

fueron analizadas utilizando el citómetro FACsAria® (BD Biosciences, San 

José, California, USA) equipado con láser azul de 488nm, láser rojo de 

633nm y láser violeta de 405nm. Los datos fueron adquiridos y analizados 

mediante el software FACSDiva® versión 6.1.2 (BD Biosciences, San José, 

California, USA). 

 

Se obtuvieron porcentajes y recuentos absolutos con base en los valores 

obtenidos en el cuadro hemático y los datos obtenidos por citometría de flujo.  

 

7.4 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD PROLIFERATIVA DE LT CD4+ 

COMO RESPUESTA A ANTÍGENOS DE PULGA EN PRESENCIA DE 

LTREG 

 

Para evaluar la actividad proliferativa de LT CD4+ en presencia o ausencia 

de LT CD25+ (población  que contiene los LTreg naturales) se realizó una 

depleción de linfocitos CD25+ mediante el método de selección positiva 

utilizando perlas magnéticas (CD25 Microbeads II, Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, Germany 130-092-983) y columnas de separación (LS Columns, 

Miltenyi Biotec 130-042-401,). Después de este proceso se realizó un 

marcaje de una alícuota de la población celular depletada para evaluar el 

porcentaje de depleción el cual fue superior al 90% (92.5 ± 2.1 %). 

 

Células mononucleares de sangre periférica depletadas y sin depletar fueron 

marcadas con CFSE (C1157, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a una 

concentración de 5 mM por 7 min, lavadas con PBS suplementado con 10% 
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de suero AB (100-512, Gemcell-Gemini Bio-Products, West Sacramento, CA, 

USA) y cultivadas en presencia de extracto de pulga (20 μg/mL) durante 5 

días a 37ºC, en presencia de  anti CD28 (CD28 Pure BD Pharmingen 

340975)  (0,5 µg/ml)  y anti CD49d (CD49d Pure BD Pharmingen 553314) 

(0,5 µg/ml).  Trascurrido el tiempo de cultivo, las células fueron lavadas  y 

marcadas en oscuridad con anticuerpos monoclonales para CD3 (Anti-CD3 

Pacific Blue 558117, BD Pharmingen) y CD4 (Anti-CD4 PerCP 347324, BD 

Biosciences) y marcaje para viabilidad (LIVE/DEAD® Fixable Aqua Dead Cell 

Stain, Invitrogen L34957). La lectura por citometría de flujo fue realizada 

utilizando el citómetro FACsAria I®.  

 

7.5 LT CD3+ CD4+ CLA+ Y CLA- PRODUCTORES DE CITOCINAS EN 

RESPUESTA A ANTÍGENOS DE PULGA 

 

Para evaluar la producción de citocinas por LT CD4+, se realizaron cultivos 

de CMSP en presencia de extracto de pulga (20 μg/mL) durante 12 horas, 

estimuladas con 0,5 g/ml de anti CD28 (CD28 Pure BD Pharmingen 

340975) y 0,5 g/ml de  anti CD49d (CD49d Pure BD Pharmingen 553314). 

Tres horas después del inicio del cultivo, se adicionó 10 g/ml  Brefeldina A 

(BD Golgi Stop, BD Pharmingen 554715) para bloquear la secreción de 

citocinas de las células. Al terminar la incubación (12 horas) se lavaron las 

células con PBS-EDTA 2mM frío. Las células fueron coloreadas  en 

oscuridad, durante 30 minutos a 4ºC, con anticuerpos monoclonales anti CD3 

pacific blue, CD4 PerCP, CLA (Anti-CLA FITC 55594) y marcaje para 

viabilidad (LIVE/DEAD® Fixable Aqua Dead Cell Stain L34957). 

Posteriormente se realizó la permeabilización de las células para hacer 

marcaje intracelular para citoquinas: Anti-IL-10 APC (551707), Anti-IL-4 PE 

(340451), Anti-IFN-γ ALEXA 700 (551707) o Anti-human IL-17A Alexa Fluor 

647 (eBioscience 51-7179-73). La mayoría de anticuerpos usados fueron de 

marca BD Biosciences y BD Pharmingen, San José, CA, USA. 



44 

 

La lectura por citometría de flujo fue realizada utilizando el citómetro 

FACsAria I ®.  

 

7.6 DEFINICIÓN DE LA MAGNITUD DE LA RESPUESTA CELULAR 

 

La magnitud de una respuesta celular (con base en la producción de 

citocinas) está definida por la frecuencia total de LT CD4+ que producen una 

citocina particular, donde la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) es el 

indicador de la calidad de la respuesta. El resultado de multiplicar la 

frecuencia de las células productoras de una citocina por su correspondiente 

IMF, es un término denominado Intensidad Media de Fluorescencia integrada 

(IMFi) que refleja la respuesta funcional total de una población de células 

productoras de citocinas (Darrah, 2007; Seder, 2008). Esta característica fue 

calculada y analizada para cada una de las poblaciones de LT CD4+ 

productores de citocinas. 

 

7.7  ANÁLISIS DE DATOS 

 

Se realizó un análisis descriptivo de la frecuencia y el recuento absoluto 

(para CD y LTreg) de las poblaciones celulares y para establecer las 

diferencias entre pacientes con UPPP clasificados por tiempos de evolución 

de la enfermedad (UP<5 y UP>5) y controles sanos (C), se aplicó la prueba 

no paramétrica U de Mann Withney con un nivel de significancia del 5% para 

realizar comparaciones entre los grupos mencionados. Los datos son 

mostrados como medianas y rangos. 

 

Para descartar el efecto de la edad en el comportamiento de las poblaciones 

celulares se realizó un análisis de los datos obtenidos con relación a la edad 

de los pacientes y controles donde no se encontró influencia de este 

parámetro sobre las variables estudiadas. 
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8. RESULTADOS 

 

8.1 CARACTERÍSTICAS SOCIODEMOGRÁFICAS DE LA POBLACIÓN DE 

ESTUDIO 

 

Teniendo en cuenta los datos registrados en la historia clínica de cada uno 

de los pacientes y controles sanos se identificó la presencia de antecedentes 

personales y familiares de enfermedades alérgicas comunes como el asma o 

la rinitis (tabla 1). Del total de pacientes (n=20) se encontró que 2/20 (10%) 

presentaban rinitis y 1/20 (5%) rinoconjuntivitis como antecedentes 

personales de enfermedades alérgicas mientras que 17/20 (85%) no 

reportaban ningún tipo de antecedente (Figura 3). 

 

Figura 3.  Antecedentes personales de enfermedades alérgicas reportados en historias 

clínicas de pacientes con UPPP (n=20). 

 

Con respecto a los antecedentes familiares de este tipo de enfermedades, se 

encontró que 1/20 (5%) tenían antecedentes de rinoconjuntivitis, 6/20 (30%) 

de UPPP y 13/20 (65%) no reportaban antecedentes. (Figura 4). 

2/20 
1/20 

17/20 
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Ninguno de los individuos incluidos en el grupo de controles sanos reportó 

antecedentes personales ni familiares de enfermedades alérgicas. 

 

 

Figura 4.  Antecedentes familiares de enfermedades alérgicas reportados en historias 

clínicas de pacientes con UPPP (n=20). 

 

 

8.2 LA FRECUENCIA Y EL RECUENTO ABSOLUTO DE CÉLULAS 

DENDRÍTICAS ES MENOR EN PACIENTES CON UPPP.  

 

La población de CDs totales fue seleccionada con base en la alta expresión 

de la molécula HLA-DR y la ausencia del marcador de linaje que incluye los 

marcadores CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD56 que permiten la 

identificación de otras poblaciones celulares como son linfocitos, monocitos y 

células NK (Figura 5A). La selección de la población de CDm fue realizada 

con base en la expresión de la molécula CD11c (subunidad α de la integrina 

leucocitaria gp150/95) mientras que las CDp se seleccionaron por la 

expresión de la molécula CD123 (subunidad α del receptor de IL-3) (Figuras 

5B y 5C). 

 

6/20 

1/20 

13/20 
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1.0 %

21.2 %

25.4.0 %

 

 

 

Figura 5. Análisis de células dendríticas: CDs de CMSP identificadas por  ausencia en la 

expresión de marcadores de linaje y alta expresión de la molécula HLA-DR (A). Selección de 

subpoblaciones de CDm con base en la expresión del marcador CD11c (B) y CDp con base 

en la expresión del marcador CD123 (C).  

 

La interpretación de las diferencias observadas en la población total (CDt) y 

sus correspondentes subpoblaciones (CDm y CDp), fue establecido con 

respecto al análisis de dos variables: frecuencia (%) y valor absoluto 

(células/mL). Este análisis mostró que se encuentra una frecuencia 

significativamente más baja de CDs en los pacientes UP<5 y UP>5, así como 

en valor absoluto al ser comparados con controles sanos (Tabla 2, figura 6). 

 

Tabla 2. Frecuencias y recuentos absolutos de Células Dendríticas totales. 

 
% p Cél/mL p 

Controles sanos 0,9460 (0.705-1.373)   22,56 (13,00-29,90)   

UP<5 0,5995 (0,319-1,029) 0,0039 9,89 (6,55-19,17) 0.0002 

UP>5 0,5495 (0,267-0,926) 0,0011 13,36 (6.57-25,48) 0.0011 
 

21.2 % 
25.4.0 % 
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Los valores de p mostrados son calculados con respecto a los controles normales. 
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Figura 6. Evaluación cuantitativa de células dendríticas totales en UPPP: Frecuencia 

relativa (A) y absoluta (B) de células dendríticas (CDs) totales en el grupo de individuos 

sanos (n=10) y pacientes por tiempo de evolución de la enfermedad: menores de 5 años de 

evolución (UP<5) (n=10) y mayores de 5 años de evolución (UP>5) (n=10).* p<0.05 U Mann 

Whitney. 

 

Con relación al análisis de las poblaciones de CDm y CDp a partir de las CDs 

totales, se observó que los pacientes con menos de 5 años de evolución de 

la enfermedad presentan una disminución significativa en frecuencia y valor 

absoluto de CDm y CDp al ser comparados con los controles sanos (Tabla 3, 

figura 7).  

 

Tabla 3. Frecuencia y recuentos absolutos de subpoblaciones de CD. 

 
CDm CDp 

 
% P Cél/mL p % P Cél/mL P 

Controles sanos 

20,61 
(14,69-
35,49)    

5,379 
(2,299-
7,956)    

32,62 
(25,54-
56,94)    

8,38 
(3,99-
11,02)   

UP<5 

6.165 
(4.171-
11,16)  <0,0001 

0,966 
(0,489-
1,763) <0,0001 

9,96 
(4,98-
16,03)  <0,0001 

1,35 
(0,58-
2,71) <0,0001 

UP>5 

20,74 
(12,72-
34,89)  0,9705 

2,617 
(1,591-
9,950)  0,063 

28,57 
(25,80-
51,70)  0.0623 

8,13 
(3,22-
10,34) 0.0645 

 

Los valores de p mostrados son calculados con respecto a los controles normales. 
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Figura 7. Evaluación cuantitativa de de subpoblaciones de Células Dendríticas en 

UPPP: Subpoblaciones de CDs mieloides (CDm) y plasmacitoides (CDp) en individuos 

sanos (n=10) y pacientes por tiempos de evolución de la enfermedad: menores de 5 años de 

evolución (UP<5) (n=10) y mayores de 5 años de evolución (UP>5) (n=10), expresadas en 

valores relativos (%) (A) y absolutos (células/mL) (B).   * p<0.05 U Mann Whitney. 

 

8.3  NO HAY DIFERENCIAS CUANTITATIVAS EN LA POBLACIÓN DE 

LTREG NATURALES ENTRE CONTROLES Y PACIENTES CON UPPP.   

 

La población de células Treg naturales se seleccionó mediante restricción de 

la población con respecto a la expresión de los marcadores CD3 y CD4 

(Figura 8A), en esta población fueron seleccionadas aquellas que 

expresaban el marcador CD25 (subunidad α del receptor de IL-2) (Figura 8B) 

y finalmente de la población de LT CD4+CD25+ fue seleccionada una 

subpoblación con base en la expresión del factor de transcripción FOXP3 y la 

baja o ausente expresión de la molécula CD127 (subunidad α del receptor de 

IL-7) (Figura 8C).  
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36,6% 10,1%

9,2%

 

 

Figura 8. Análisis de LTreg naturales: Selección de la población de LT CD3
+
CD4

+
 (A). 

Linfocitos T CD4
+
 con base en con expresión del marcador CD25 (B).  Subpoblación de 

Linfocitos T CD4
+
CD25

+
 con expresión del factor de transcripción FOXP3 y ausencia y/o 

disminución de expresión del marcador CD127 correspondientes a LTreg naturales (C). 

 

De manera similar al análisis de las CDs, la interpretación de las diferencias 

observadas en esta población celular entre controles y pacientes con UPPP 

distribuídos por tiempo de evolución de la enfermedad para frecuencia (%) y 

valor absoluto (células/mL). Los resultados no muestran diferencias 

estadísticamente significativas entre pacientes al ser comparados con el 

grupo de individuos sanos. Ni en frecuencia ni valor absoluto (Tabla 4, figura 

9).  

Tabla 4. Frecuencia y recuentos absolutos de Linfocitos Treg naturales. 

 
% p Cél/mL P 

Controles 
sanos 6,52 (5,60-10,55)    70,31 (55,12-81,32)    

UP<5 6,76 (5,12-11,13) 1,00 69,72 (58,32-73,22)  0,6305 

UP>5 6,58 (4,71-9,30) 0,5966 69,27 (55,74-77,15) 0,5787 
 

Los valores de p mostrados son calculados con respecto a los controles normales. 
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Figura 9.  Frecuencia absoluta y relativa de LT reguladoras naturales en UPPP: 

Frecuencia relativa (A) y absoluta (B) de células T reguladoras en el grupo de individuos 

sanos (n=10) y pacientes agrupados  por tiempo de evolución de la enfermedad: menores de 

5 años de evolución (UP<5) (n=10) y mayores de 5 años de evolución (UP>5) (n=10). 

 

8.4 NO SE OBSEVA EFECTO DE LOS LTREG SOBRE LA ACTIVIDAD 

PROLIFERATIVA DE LT CD4+ ESPECÍFICOS DE ANTÍGENOS DE PULGA 

 

Para evaluar el efecto de los LTreg sobre la capacidad proliferativa de LT 

efectores frente al estímulo con antígenos de pulga,  fue realizada una 

discriminación inicial de la población celular con respecto a la expresión de 

los marcadores CD3 y CD4 (Figura10A), en esta población se analizó la 

pérdida en la expresión de CFSE, característica de células en proliferación, 

bajo diferentes condiciones de cultivo: sin estimular, estimuladas con 

enterotoxina B de Staphylococcus (por su iniciales en inglés: SEB) 3,7 μg/mL 

como control positivo y estimuladas con extracto de cuerpo completo de 

pulga (EP)  20 μg/mL (figura 10B).   
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Figura 10. Análisis de la actividad proliferativa de LT CD4
+
 en presencia o ausencia de 

células CD25
+
. Selección de población de LT CD4

+
 con base en la expresión de marcadores 

CD3 y CD4 (A).  Proliferación de LT CD4
+
 (B). Tanto la definición de la población de LT CD4

+
 

como la proliferación de LT CD4
+
 se realizó bajo tres condiciones diferentes de cultivo 

celular: No estimuladas (NE) como control negativo, estimuladas con SEB como control 

positio, y estimuladas con extracto de cuerpo completo de pulga (EP) durante 5 días.  

 

Los resultados obtenidos muestran que no hay diferencias estadísticamente 

significativas entre pacientes con diferentes tiempos de evolución de la 

enfermedad o con el grupo de controles sanos (Figura 11) al comparar la 

actividad proliferativa de células mononucleares totales con poblaciones  

depletadas de células CD25+. 

 

 

36,6% 42,1% 39,2% 

1,2% 36,3% 15,4% 
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C Totales C depletadas p= UP<5 totales UP<5 depl. p= UP>5 totales UP>5 depl. p= 

7,8 (7,10-8,10) 
14,00 (11,50-

15,00) 0,1 
29,38 (25,44-

45,23) 
43,48 (41,73-

65,15) 0,4 
60,84 (59,44-

62,48) 
70,07 (66,81-

71,00) 0,1 

 

Figura 11. Análisis de la actividad proliferativa de células T CD4
+
 en presencia o 

ausencia de células CD25
+
. Frecuencia de LT CD4

+
 que proliferan en respuesta a 

antígenos de pulga en el grupo de controles sanos (n=5) y pacientes por tiempo de evolución 

de la enfermedad: menores de 5 años de evolución (UP<5) (n=5) y mayores de 5 años de 

evolución (UP>5) (n=5). 

 

8.5 EL PERFIL DE PRODUCCIÓN DE CITOCINAS DE LT CD4+ EN UPPP 

ESTÁ RELACIONADO CON EL TIEMPO DE EVOLUCIÓN DE LA 

ENFERMEDAD Y LA EXPRESIÓN DEL MARCADOR DE MIGRACIÓN A 

PIEL CLA.  

 

Sobre la población correspondiente a LT CD4+ (Figura 12A), fueron 

seleccionadas las células que presentaban expresión intracelular de las 

citocinas IL-10, IL-17, IL-4 e IFNγ (Figura 12), bajo diferentes condiciones de 

cultivo: sin estimular (NE), estimuladas con SEB y estimuladas con extracto 

de cuerpo completo de pulga (EP) 20μg/mL. Los resultados de la producción 

de citocinas como respuesta frente al antígeno de pulga, fueron calculados al 

restar el valor obtenido en condiciones de no estímulo (ruido de fondo) al 

obtenido en cultivos estimulados con antígeno de pulga.  
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Figura 12. Análisis del perfil de citocinas de LT CD4
+ 

específicos de antígenos de 

pulga: Selección de población de LT CD4
+
 con base en la expresión de marcadores CD3 y 

CD4 (A).  Poblaciones de LT CD4
+
 productores de IL-10 (B), IL-17 (C), IL-4 (D) e IFNγ (E). 

Tanto la definición de la población de LT CD4
+
 como la producción de las citocinas se realizó 

bajo tres condiciones diferentes de cultivo celular: No estimuladas, estimuladas con SEB, y 

estimuladas con extracto de cuerpo completo de pulga (EP).  

 

Con relación a la producción de las citocinas por LT CD4+ frente al estímulo 

con antígeno de pulga se encontró una mayor frecuencia de células 

productoras de IL-10, IL-17, IL-4 e IFNγ en pacientes con menor tiempo de 

evolución de la enfermedad (UP<5) así como de células productoras de IL-17 

e IFNγ en pacientes con mayor tiempo de evolución de la enfermedad 

(UP>5) al ser comparados con controles sanos (Tabla 5, Figura 13A).   

 

36,6% 42,1% 39,2% 

0,05% 

0,08% 

0,11% 

0,13% 

0,00% 

0,00% 

0,00% 

0,00% 

0,32% 

0,51% 

0,35% 

1,05% 
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Tabla 5. Frecuencia de linfocitos T CD4+ productores de citocinas. 

 
IL-10 IL-17 IL-4 IFNγ 

 
% p % p % p % p 

Controles sanos 

0,0000 
(0,0000-
0,0020) 

 

0,0050 
(0,0020-
0,0060) 

 

0,0090 
(0,0000-
0,0170) 

 

0,0005 
(0,0000-
0,0100)   

UP<5 

0,0230 
(0,0080-
0,0670)  0,0001 

(0,0525 
(0,0370-
0,0710)  0,0002 

(0,1225 
(0,0850-
0,1670)  0,0002 

0,0680 
(0,0150-
0,1460)  0,0002 

UP>5 

 0,0001 
(0.0000-
0,0036)  0,6456 

(0,0440 
(0,0270-
0,0620) 0,0002 

0,0072 
(0,0000- 
0,0234)  0,6332  

0,0665 
(0,0090-
0,1300)  0,0002 

 

Los valores de p mostrados son calculados con respecto a los controles normales. 

 

Con respecto a este hallazgo adicionalmente se analizó qué proporción de 

células productoras de citocinas expresaban el marcador de migración a piel 

(CLA) en el grupo de pacientes de acuerdo con el tiempo de evolución de la 

enfermedad. Pacientes con menos de 5 años de evolución de la enfermedad 

presentaron una mayor frecuencia de LT CD4+CLA+ productores de IL-10 

(p=0,0002), IL-17 (p<0,0001) e IL-4 (p=0,0002), así como de LT CD4+CLA- 

productores de IFNγ (p<0,0001) (Tabla 6, figura 13B). 

 

Tabla 6. Frecuencia de linfocitos T CD4+ CLA+ Y CLA- productores de citocinas. 

 

 
CLA- CLA+ 

 
IL-10 IL-17 IL-4 IFNγ IL-10 IL-17 IL-4 IFNγ 

 
% % % % % % % % 

UP<5 

0,0230 
(0,0150-
0,0460)  

0,0405 
(0,0100-
0,0530)  

0,0365 
(0,0010-
0,0760)  

(0,1285 
(0,0510-
0,1630)  

(0,4825 
(0,0180-
1,0810)  

(1,5500 
(1,3320-
1,8670)  

(1,5390 
(1,1670-
2,1010)  

0,0005 
(0,0000-
0,0140)  

UP>5 

(0,8345 
(0,6230-
1,0170)  

0,4495 
(0,2010-
0,6560)  

0,0344 
(0,0010- 
0, 0566) 

(0,0440 
(0,0280-
0,0590)  

0,3455 
(0,0000-
0,7980)  

1,1170 
(0,7560-
1,4260)  

0, 6544 
(0,000-
0,7488)  

0,0000 
(0,0000-
0,0020) 

 

En el grupo de pacientes con más de 5 años de evolución de la enfermedad, 

fue encontrada una mayor frecuencia de LT CD4+ CLA+ productores de IL-17 

(p<0,0001) y de LT CD4+  CLA- productores de IL-10 (p=0,0002) e IFNγ 

(p=0,0002). (Tabla 6, figura 13B). 
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Al realizar la comparación de estas poblaciones celulares entre los grupos de 

pacientes se observó que la frecuencia de LT CD4+CLA+ productores de IL-

17 (p<0,0001), IL-4 (p<0,0001) y LT CD4+ CLA- productores de IFNγ 

(p=0,0003) era mayor en el grupo de menos de 5 años de evolución de la 

enfermedad, mientras que la de LT CD4+CLA- productores de IL-10 era 

menor en dicho grupo (p=0,0002) (Tabla 6, figura 13B). 

 

En cuanto a la MIFi se observó una mayor expresión de IL-17 (p=0,0002) e 

IL-4 (p=0,0007) en LT CD4+CLA+ comparada con LT CD4+CLA- de pacientes 

con menos de 5 años de evolución, la cual a su vez, fue mayor que la 

observada en pacientes con mayor tiempo de evolución de la enfermedad 

tanto para IL-17 (p<0,0001) como IL-4 (p=0,0002), mientras que se encontró 

una mayor expresión de IL-10 (p=0,0005) en LT CD4+CLA- en pacientes con 

más de 5 años de evolución de la enfermedad y de IFNγ en LT CD4+CLA- en 

ambos grupos de pacientes, UP<5 (p<0,0001) y UP>5 (p<0,0001)  al ser 

comparadas con LT CD4+CLA+ (Tabla 7, figura 13C). 

 

Tabla 7. iMFI de linfocitos T CD4+ CLA+ Y CLA- productores de citocinas. 

 

 
CLA- CLA+ 

 
IL-10 IL-17 IL-4 IFNγ IL-10 IL-17 IL-4 IFNγ 

UP<5 

919 
(729-
1044)  

1138 
(1090-
1565)  

1869 
(1547-
2690)  

2085 
(1140-
2698)  

1147 ( 
496-

1731) 

32640 
(27890-
44790)  

(2938 
(2166-
3599)  

707 
(320-
945)  

UP>5 

1128 
(1001-
1467) 

1221 
(345-
2243) 

1857 
(1674-
2045) 

1770 
(1478-
2395)  

919 ( 
729-

1044) 

1188 
(432-
2133) 

1905 
(1269-
2711)  

514 
(444-
623)  
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Figura 13. Perfil de citocinas de LT CD4
+
 en UPPP: Frecuencia de LT CD4

+
 productores 

de IL10, IL-17, IL-4 e IFNγ en el grupo de controles (n=10) y pacientes divididos por tiempo 

de evolución de la enfermedad: menores de 5 años de evolución (UP<5) (n=10) y mayores 

de 5 años de evolución (UP>5) (n=10) (A). Frecuencia de LT CD4
+
 productores de IL10, IL-

17, IL-4 e IFNγ con respecto a la expresión del marcador de migración a piel (CLA) en el 

grupo de pacientes  por tiempo de evolución de la enfermedad (B). IMFi de IL10, IL-17, IL-4 

e IFNγ en LT CD4
+
 productores de citocinas con respecto a la expresión del marcador de 

migración a piel (CLA) en el grupo de pacientes  por tiempo de evolución de la enfermedad 

(C)  * p<0.05  ** p<0.01. 
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9. DISCUSION 

 

 

Estudios realizados con respecto al papel de las CDs en las enfermedades 

alérgicas en los que se ha considerado la variación de la frecuencia de esta 

población en circulación,  han revelado que el número de CDs circulantes 

puede encontrarse reducido en niños en comparación con controles sanos. 

Esta reducción puede deberse principalmente a la ubicación de estas células 

en los sitios de inducción de la respuesta inmune (Upham, 2002¸ 

Hagendorens, 2003; Farrel, 2007). 

 

La disminución de CDs circulantes observada en los pacientes con UPPP 

puede ser debida a que estas células se encuentran en un alto estado de 

migración hacia los sitios de lesión donde se concentran para inducir y 

mantener la respuesta alérgica y donde continuamente se hace necesario el 

reclutamiento de este tipo de células para reemplazar aquellas que migran a 

órganos linfoides secundarios donde ocurre la presentación a los LT,  

contribuyendo al mantenimiento de la homeóstasis tisular. 

 

Sin embargo, al analizar las subpoblaciones de CDm y CDp se observa una 

tendencia a encontrarse un mayor recuento absoluto de estas células en 

pacientes con más de 5 años de evolución, lo cual podría relacionarse con 

una menor severidad de la enfermedad observada en estos pacientes. 

 

Los LTreg naturales corresponden a otra población celular que juega un 

papel importante en la modulación de la respuesta inmune inflamatoria.  

La frecuencia absoluta reportada de LTreg en sangre periférica de pacientes 

con enfermedades atópicas no es consistente. En adultos existen reportes de 
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frecuencias absolutas aumentadas en pacientes con dermatitis atópica (Ou, 

2004; Reefer, 2007) o no se encuentran diferencias en pacientes con 

rinoconjuntivitis (Bellinghausen, 2003; Domdey, 2010; Grindebacke, 2004; 

Ling, 2004), asma (Shi, 2004), o alergia a la leche de vaca (Mori, 2010) con 

respecto a los controles sanos.   

 

Otros reportes muestran que en niños asmáticos se encuentra un aumento 

de esta población celular, aunque con insuficiente actividad funcional al 

comparar con controles sanos (Lin, 2008). Los niños con alergia clínicamente 

activa a la leche de vaca e individuos asmáticos tienen una menor frecuencia 

de LT CD4+CD25+ circulantes que los niños asintomáticos (Karlsson, 2004; 

Lee, 2007). En niños con alergia al huevo tampoco se han encontrado 

diferencias en la frecuencia de LT CD4+CD25+ al ser comparados con 

controles sanos (Smith, 2008). 

 

Los resultados obtenidos en pacientes con UPPP muestran que no hay 

diferencias en las frecuencias relativa y absoluta de esta población al 

comparar con controles sanos. Este hallazgo podría sugerir que 

aparentemente los LTreg circulantes de pacientes con UPPP no presentan 

un desbalance a nivel de recuento absoluto en sangre periférica, que pudiera 

estar involucrado en la desregulación inmune observada en esta patología.  

 

Reportes acerca de la función de los LTreg naturales en asma no han 

encontrado diferencias en la capacidad de suprimir respuestas de células 

efectoras entre individuos sanos y pacientes asmáticos adultos (Shi, 2004) 

confirmando las observaciones iniciales (Ling, 2004).  

 

George y colaboradores analizaron si en determinadas condiciones la 

función supresora de los LTreg naturales se encuentra inactiva o si un 

incremento en el estímulo desencadena un escape de la respuesta 
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supresora por las células efectoras. Usando un modelo murino con fuerte 

estimulación antigénica específica se demostró que los LTregs reducen 

parcialmente la producción de citocinas por las células efectoras, pero no son 

eficientes para inhibir la proliferación de estas células (George, 2003).  

 

Sin embargo, el hecho que existan frecuencias normales y funciones intactas 

en LTregs naturales excepto frente a altas concentraciones de alergenos 

implica que mecanismos adicionales pueden estar involucrados en esta 

regulación, tales como los LTr1 productores de IL-10 (Akdis, 1998; 

Bellinghausen, 1997). 

 

Los resultados obtenidos en pacientes con UPPP muestran que al depletar 

células CD25+, población en la que se encuentran los LTreg, no se observan 

diferencias en la actividad proliferativa de linfocitos T CD4+ frente al estímulo 

con un extracto de cuerpo completo de pulga lo que sugiere que los LTreg 

naturales no participan en la evolución de la UPPP, por lo menos inhibiendo 

la proliferación de LT CD4+. Estos datos concuerdan con lo reportado en 

pacientes alérgicos al polen de  Betula sp. (Abedul), independiente de si han 

sido sometidos a inmunoterapia exitosa (Mobs, 2010) 

 

La evaluación de la respuesta linfoide a alergenos ha mostrado que tanto los 

individuos sanos como los pacientes alérgicos tienen LT específicos 

productores de citocinas sin embargo, en los pacientes se ha mostrado la 

polarización de la respuesta específica a alergenos hacia un fenotipo Th2 

(Tsuge, 2006) asociado con disminución en la frecuencia de células 

productoras de IFN (Bordignon, 2005; Bullens, 2005; Scott-Taylor, 2005).   

 

En este estudio, la evaluación de la respuesta contra el extracto de cuerpo 

completo de pulga mostró que las células de los pacientes con UPPP 

secretaron IL-4, IFN, IL-17 e IL-10, lo cual indica que estas citocinas están 
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implicadas en el desarrollo de la enfermedad sin determinar una polarización 

definida. 

 

Algunos trabajos han mostrado que en la respuesta de citocinas por LT CD4+ 

específicas para Der p 1, un alergeno de Dermatophagoides pteronyssinus, 

las células CLA+ de pacientes alérgicos producen de forma predominante 

citocinas Th2 como IL-4, IL-13 e IL-5 al comparar con los LT de los controles 

sanos (Seneviratne, 2007). También se ha reportado un incremento en LT 

CD4+ productores de IL-13, IL-5 y TNF- y disminución en las células 

productoras de IFN, principalmente en células CLA+ de pacientes con  

dermatitis atópica y en células CLA- de niños asmáticos (Antúnez, 2006). 

Estos hallazgos indican variaciones en los mecanismos que median 

diferentes enfermedades alérgicas.  

 

En los pacientes con UPPP se observó una mayor producción de IL-4, lo cual 

podría relacionarse con un predominio de respuesta Th2 en los LT CLA+, 

especialmente en pacientes con menor tiempo de evolución de la 

enfermedad y una disminución de esta respuesta a mayores tiempos de 

evolución. Estos hallazgos podrían indicar que a medida que los pacientes se 

acercan a la desensibilización, la respuesta Th2 es negativamente regulada y 

esto podría asociarse con la adquisición de tolerancia a los antígenos de 

pulga. 

 

Respecto a la producción de IFN por LTh1 llama la atención que en los dos 

grupos de pacientes se encuentra una muy baja proporción de células 

productoras de esta citocina en la población CLA+ mientras esta proporción 

es mayor en las células CLA- sin embargo, contrario a lo esperado, los 

pacientes con más de cinco años de evolución de la enfermedad tienen una 

menor frecuencia de LTh1 CLA- que los pacientes con menos de cinco años 

de evolución de la enfermedad. Estas frecuencias celulares pueden indicar 
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que la producción de IFN puede ser un reflejo del proceso inflamatorio, más 

que un mecanismo de regulación de la respuesta alérgica específica a los 

antígenos de pulga en estos pacientes.   

 

La IL-17 ha sido descrita como una citocina capaz de activar las células 

epiteliales durante la respuesta inflamatoria (Louten, 2009) y se ha 

relacionado con la enfermedad alérgica sin embargo, el papel de los LTh17 

en alergia es aun controversial.  

 

Frecuencias aumentadas de LT productores de IL-17 han sido reportados en 

sangre periférica de pacientes con rinitis alérgica (Ciprandi, 2010) y asma 

(Wong, 2009). También se han encontrado LTh17 específicos de alérgeno en 

sangre periférica de pacientes con dermatitis atópica y su frecuencia parece 

correlacionarse con la severidad de la enfermedad (Koga, 2008).  

 

Los resultados obtenidos muestran un incremento en la frecuencia de LTh17 

con potencial de migración a piel en pacientes con menor tiempo de 

evolución de la enfermedad sugiriendo que esta población se encuentra 

involucrada activamente en el desarrollo de la UPPP asi como una posible 

contribución con el mantenimiento de la respuesta Th2.  

 

Teniendo en cuenta que se encuentra una proporción significativamente 

menor de estos LT en pacientes con más de cinco años de evolución de la 

enfermedad, comportándose de forma similar a los LT productores de IL-4, 

podemos sugerir que la disminución de la respuesta alérgica en pacientes 

que se acercan al estado de tolerancia frente a los antígenos de pulga, se 

asocia con disminución de la población específica de LTh17.  

 

La IL-10 modula muchas células y funciones efectoras asociadas con la 

enfermedad alérgica que incluyen activación de LTh2, función de mastocitos 
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(Arock, 1996; Royer, 2001) y eosinófilos (Takanaski, 1994), producción de 

IgG e IgE (Jeannin, 1998; Nouri-Aria, 2004) y se piensa que tiene un papel 

en la regulación de homeostasis inmune pulmonar (Akbari, 2001). 

Consistente con estos resultados se ha mostrado una asociación inversa 

entre los niveles de IL-10 y la severidad de la enfermedad alérgica y 

asmática (Borish, 1996; Heaton, 2005).  

 

De modo interesante el efecto supresor de la IL-10 no fue observado en otras 

citocinas de la familia de la IL-10 como IL-19, IL-20, IL-22 e IL-24 (Oral, 

2006). Adicional al efecto sobre los LT, la IL-10 también ejerce un efecto 

inhibitorio sobre los macrófagos y monocitos activados (de Waal Malefyt, 

1991). Ha sido observado en monocitos y CDs que la IL-10 suprime la 

expresión de moléculas coestimuladoras y de moléculas del CMH clase II en 

las células presentadoras de antígeno (Moore, 2001). 

 

Los reportes sobre la detección de LT productores de IL-10 son 

controversiales. Algunos muestran que hay respuesta de IL-10 por pacientes 

alérgicos a Lolium sp (pastos), pero no en individuos no atópicos (Domdey, 

2010). Otros muestran la detección de LT específicas de alergeno 

productoras de IL-10 en controles sanos (Van Overtvelt, 2008).  

 

Los resultados de este trabajo, muestran una relación inversa en la 

frecuencia de LT productores de IL-10 en pacientes con diferentes tiempos 

de evolución de la enfermedad. En las etapas iniciales los LT  productores de 

esta citocina inducidos por antígeno son predominantes en las poblaciones 

que migran a la piel, pero a medida que aumenta la evolución de la 

enfermedad esta proporción es mayor en LT CLA-. Este evento asociado a la 

disminución de la respuesta Th2 en pacientes con mayor tiempo de 

evolución de la enfermedad puede indicar que la tolerancia a los antígenos 

de pulga se asocia con un control a nivel sistémico que se relaciona con una 
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menor actividad de los LTh2 y aumento en la proporción de LTreg 

productoras de IL-10. 
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10.  PROPUESTA DE UN MODELO EXPLICATIVO DEL DESARROLLO DE 

LA UPPP 

 

 

Respecto al planteamiento de un modelo que explique la respuesta inmune 

involucrada en la UPPP (figura 14) es posible sugerir que el desarrollo de 

esta patología involucra una fase inicial caracterizada por activación de CDs 

residentes en piel ocasionada por el reconocimiento del alergeno bajo la 

influencia de mediadores secretados por los queratinocitos. Algunos de estos 

mediadores podrían ser citocinas que contribuyen al desarrollo de respuesta 

predominante Th2 como la TSLP previamente descrita en otras 

enfermedades alérgicas (Liu, 2007). 

 

Adicional a la activación de las CDs es posible que ocurra también la 

activación de mastocitos tisulares mediante la activación de receptores para 

IgE, receptores tipo Toll, factores de crecimiento, moléculas del 

complemento, esfingosina y citocinas (Bischoff, 2007). Un aspecto importante 

en la activación de los mastocitos ha sido observadodo en ratón, 

demostrando que estas células pueden migrar al nódulo linfoide proximal 

después del estímulo antigénico en piel y localizarse en las regiones de las 

células T (Wang, 1998) lo cual podría influenciar la activación linfoide 

mediante la secreción de mediadores que favorecen la polarización Th2 

(Bischoff, 2007) y Th17 (Park, 2005). 

 

La liberación de mediadores locales que contribuyen al reclutamiento de 

células inflamatorias podría mediar también el ingreso al tejido de basófilos.  

Evidencias recientes muestran en el modelo murino que basófilos activados 

son reclutados a los nódulos linfoides drenantes y son necesarios para la 
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inducción de respuesta linfoide Th2 mediante la secreción de IL-4 y TSLP 

(Sokol, 2008).  

 

Después de su activación las CDs residentes en piel migran a los nódulos 

linfoides (NL) donde presentan los péptidos a los LT vírgenes que se 

diferencian predominantemente a fenotipos Th2 y Th17. Convencionalmente 

se ha considerado que la adquisicición de receptores de migración tejido 

específicos por los LT ocurre en los NL casi paralelamente con la activación 

del LT vírgen y que este proceso es regulado por CDs drenantes de los 

tejidos (Mora, 2003; Dudda, 2004; Syrbe, 2004; Mora, 2005). 

. 

Bajo condiciones inflamatorias los mediadores proinflamatorios como IL-1 y 

TNF-α sobreregulan la expresión de moléculas de adhesión como E-

selectina e ICAM-1 en la superficie de las células endoteliales. Las 

interacciones CLA / E-selectina son requeridas para la migración 

transendotelial de LT CLA+ circulantes (Santamaría-Babi, 1995; Robert, 

1999). 

 

Una vez sensibilizado el individuo y considerando que en la piel se encuentra 

una gran cantidad de LT de memoria (Clark, 2006) un nuevo reto antigénico 

desencadena una respuesta local caracterizada por predominio de citocinas 

Th2 y posiblemente reclutamiento de LTh9 y LTh22 alrededor de la picadura, 

amplificando el proceso inflamatorio que no solo depende de los LT sino de 

la presencia de mastocitos sensibilizados y el reclutamiento de eosinófilos 

(García, 2004),  los cuales a su vez producen IL-1β, IL-6 e IL-17E. Esta 

última es capaz de expandir el número de LTh2 e incrementar la producción 

de citocinas Th2 (Wang, 2007). La IL-1β e IL-6 junto con TGF-β, citocinas 

que han sido encontradas en lesiones cutáneas de modo adicional podrían 

favorecer la producción de IL-17 (Toda, 2003; Bettelli, 2006; Mangan, 2006; 

Veldhoen, 2006). 
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Los LT productores de IL-10 inducidos por antígeno son predominantes en 

las poblaciones que migran a la piel (CLA+) en las etapas iniciales de la 

enfermedad pero a medida que evoluciona la enfermedad, esta proporción 

es mayor en células CLA-. Esto indica que el mecanismo de regulación por 

IL-10 podría depender de los cambios asociados a la compartimentalización 

de la respuesta inmune a través del tiempo, así como del contacto repetido 

con los antígenos de pulga, situación que podría ser comparada con 

la.inmunoterapia alergeno-específica exitosa, la cual, se ha asociado con la 

producción de IL-10 en pacientes alérgicos, como ha sido observado en 

individuos alérgicos al polen de Betula sp. (Abedul), donde la inmunoterapia 

induce aumento de LT productores de IL-10, al final de la fase de inducción 

(Mobs, 2010).  

 

En apoyo de lo anteriormente mencionado, es importante mencionar que en 

niños alérgicos también se ha visto que la inmunoterapia induce incremento 

en la producción de IL-10 (Eifan, 2010). Además, se ha mostrado que las 

CDs diferenciadas en presencia de IL-10 y pulsadas con alergenos inducen 

poblaciones de células reguladoras (Pacciani, 2010).  
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Figura 14. Modelo del desarrollo de la urticaria papular por picadura de pulga  
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11. CONCLUSION 

 

 

El aumento en los recuentos absolutos de CDs, la disminución de la 

frecuencia de LT efectoras CLA+ (IL-4, IL-17) y el aumento en la frecuencia 

de linfocitos con potencial regulador CLA- (IL-10) a mayor tiempo de 

evolución de la enfermedad, sugieren un mecanismo de regulación por IL-10 

que aumenta en la respuesta sistémica.  

. 
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