UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BARCELONA
Instituto de Biotecnologia y Biomedicina
Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e
Inmunologia
Unidad de Inmunologia

Analisis de la expresion de btk,
Ick, SAP, ICOS y células B de
memoria en pacientes con
Inmunodeficiencia Variable
Comun

Ma. Del Carmen Zarate Hernandez

TESIS DOCTORAL
2007



Dr. Manuel Hernandez Gonzéalez, doctor en biologia i facultatiu especialista en
immunologia de I'Hospital Universitari Vall d’Hebron, director de la tesi i la Dra. Teresa
Espafol Boren, Professor Associat del Departament de Biologia cel-lular, Fisiologia i
Immunologia, de la Facultat de Medicina de la Universitat Autbnoma de Barcelona,

tutora de la tesi,
FAN CONSTAR,
gue la tesi titulada “Analisis de la expresion de la btk, Ick, SAP, ICOS y células B de
memoria en pacientes con Inmunodeficiencia Variable Comuin”, ha estat realitzat

sota la meva direccié pel llicenciat Dfia. Carmen Zarate Hernandez, trobant-se en

condicions de poder ser presentada per al tramit de lectura i defensa publica

Barcelona, dotze de desembre de dos mil sis.

Dr. Manuel Hernandez Dra. Teresa Espaiiol
Director de la tesi Tutora de la tesi



AGRADECIMIENTOS

Al iniciar mi viaje hacia Espafia hace algunos afios, no sabia lo que iba a
encontrar, tenia miedo e incertidumbre por las cosas que habria de pasar. La
nostalgia de dejar mi pais y el llegar a un lugar nuevo me provocaba
sentimientos encontrados, pero solo Dios sabe los caminos trazados para cada
persona, y las experiencias que se han de vivir en cada etapa de la vida. Hoy
doy gracias a la gente que me apoyo incondicionalmente y que aun lo sigue
haciendo y que no necesita que se reconozca para brindar su ayuda ante
cualquier situacion.

Agradezco a Dios, por esta experiencia y por la oportunidad de conocer gente
excelente, que me ayudo en la realizacion de este trabajo. También, mi mas
sincero agradecimiento a las siguientes personas e instituciones que hicieron
posible que este trabajo se lograra.

Al Hospital Universitario y al Centro Regional de Alergias e Inmunologia Clinica,
asi como a la Dra. Sandra Gonzalez y Dr. Carlos Canseco, por su apoyo en mi
beca y estancia en este pais.

Al la Dra. Teresa Espafiol, por recibirme en su departamento (Unidad de
Inmunologia del Hospital Vall d' Hebron), su amistad, confianza, su ayuda y
apoyo en conseguir realizar esta tesis (por fin), mil gracias por esto. Ademas
gracias por enseflarme el manejo de estos pacientes.

Al Dr. Manuel Hernandez, (Manolo), muchisimas gracias primero por aceptar
ser mi director de la tesis, después por impulsarme a terminarla y ayudarme en
toda la asesoria del escrito, la verdad te hice trabajar mucho, no tengo como
agradecerte.

A toda la Unidad de Inmunologia del Hospital Vall d’ Hebron, Drahomira Detkova
gracias por todos tus datos y apoyo, Susana Urban, Isabel Caracol, Neus,
Encarna y Sandra gracias por ensefiarme a realizar las técnicas de laboratorio y
su ayuda en este camino (que no conocia). Ramiro, Laura, Joan gracias por su
ensefianza en el manejo del western blot.

Y que seria también sin el apoyo y amistad de mis grandes amigas (Selma
Lessa y Jazmin ElHaken), que me ayudaron dentro y fuera del hospital,
brindandome su amistad y apoyo aun estando a muchos kildmetros de distancia,
gracias y que sepan que no las olvido.

Hay muchisimas personas que me ayudaron y que quisiera agradecerles en este
escrito, perdén si acaso se me puede pasar un nombre, Francisco R. Gonzélez,
José E. Gonzéalez, Rafael Najera, Justo Delgado, Fernanda Almaguer, Claudia



Gonzalez, Alfredo Arias, Martha Martinez, Alicia Martinez y Joaquin, Sergio
Sanchez, Inken Wolthaus (gracias por brindarme tu casa), JM Torrens, Vivian,
Oriol, Dani, Marc, Ricardo Vallejo, Martha Valero, Ana Mufoz, Claudia Bringas,
entre otros.

A mis padres, hermanos y demas familia, que me apoyaron sobre todas las
adversidades para realizar este proyecto. Luisa eres un gran apoyo en todo
esto. Muchisimas gracias.

Gracias a todas las personas que de alguna forma contribuyeron a la realizacién
de esta tesis. A los pacientes del Hospital Vall d" Hebron y Hospital Bellvitge,
personal médico y de enfermeria de las mismas instituciones.



DEDICATORIA

A MIS PADRES

INDICE



1. INTRODUCCION. .. ..ottt e e e e e e e e e e e

1.1 Defectos en el sistema inmunitario: las inmunodeficiencias......................
1.1.1 Clasificacion de las Inmunodeficiencias primarias......................

O 2 = V7= 1 1] (o=

1.2 Inmunodeficiencias primarias con defectos predominantemente de

=g o1U =T 0 [0 1 PP
1.3 Inmunodeficiencia variable COmMUN.............ccoii i e,
1.3 L DEfiNICION. ..t e
0 [ T T [T o =
1.3.3 Heterogeneidad clinica e inmunoldgica...............ccoeeviiiie i,
1.3.4 Manifestaciones CliNICAS..........cuve vt e e
A) Manifestaciones Respiratorias...........cccoceevviiiiiiiie e eennnn,

B) Manifestaciones Gastrointestinales..................ccoveei i i,

C) Otras iNfECCIONES......iviie it e,

D) Manifestaciones AUtOINMUNES.........ccoiiiieieieieieenaans

E) Manifestaciones Linfaticas..............ccooviii i i,

F) Granulomas. ... ..co.oiiii e e

G) CANCEE ...t e e e e

H) MalnutriCioN. .. .. ..o e e

L35 EHOlOGIA. . ooe e et e e
a) Defectos en CElIUIaS B.........ccoiviiiiiii e

b) Defectos en CElUIAS T.......oo e e

c) Células presentadoras de antigeno.............cc.ovveeveiiieiennnns

) CIOCINAS. .. et et e e e e e e e e e e e e

€) APOPLOSIS . .. ettt e e et e

) ESIréS OXidatiVO. .. ... .cveee it e e e e e e

g) Otras moléculas involucradas.............cccocveeviiiiiiene e een.

1) ICOS
2) TACI
3) BAAF y BAFFR
4) CD19

1.3.6 Clasificacién de los pacientes en base a linfocitos B..................



R I A 1= o 1= (o= 32

1.3.8 Diagnostico diferencial..........cccoo oo i, 34
RS e I =1 = 0 1= o o 35
R 0 0 0 10 1= o o 38
1.4 Agammaglobulinemia ligada al cromosoma X...........c.oviiiieiiiiiiiie e 39
1.5 Sindrome linfoproliferativo ligado al cromosoma X..........ccooviiviiiieiiiine i, 41
1.6 DEFICIE A ICK .. et e e e e e e e e e s 43
2. OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO......iiiiit e e et e 45
2.0 ANEECEUENIES. ... 46
2.2 HIPOLESIS 0 TraDAJO. ... eeeeieeiiiee ettt e e e e e e e 46
B2 T 1= 177 1 47
3. MATERIAL Y METODOS. ... ittt et e e e et e e 48
3.1 Estudio de la expresion de proteinas btk, Ick y SAP en pacientes con IDVC......... 49
3.1.1 PobIacion de eStUIO ........oueeiie it et e e e e 49

3.1.2 Recopilacion de datos clinicos e inmunoldgicos de los pacientes
CON IDVC . . e e e e e e e e 56
3.1.3 Estudio de la expresion de proteinas en células mononucleadas........... 56
3.2 Estudio de la expresion de proteinas de lisados de células mononucleadas......... 59
3.2.1 Concentracion de proteinas de los lisados celulares........................... 59
3.2.2 Determinacion de la concentracion de proteinas en lisados celulares..... 59
3. 2.3 ElECtrOfOrESIS. .. et ct e et e s 61
3.2.4 Eleccion de un sistema de geles comerciales...........c..cocooviiiiiin e, 62
3.2.5 Evaluacion de electroforesis.......cocvvevie i, 63
3.2.6 Transferencia: SiStema SEMI-SECO.........ooviiriirie e ieree e e 64
3.2.7 INMUNOAELECCION. .. . ettt e e e e e e e e e e e e e e e 65
3.2.8 Evaluacion de anticuerpos primarioS........c.ov.vveeee e veiieiie e e ieee e, 67
3.2.9 CONMIOIES . .. et e e e e e 68
3.2, 00 S PP NG .o ee et et e e e 69

3.2.11 SOIUCIONES Y tAMPONES ... .cu ittt e et e e e e e e e 70



3.3 Grupos de pacientes para el estudio de linfocitos B de memoria....................... 72

3.3.1 Grup0 de eStUAIO. .. ..t e e e e e e 72
3.3.2 Recopilacién de datos clinicos e inmunolégicos de pacientes con
DV C . e e s 75
3.3.3 Subpoblaciones lINfoCItarias. .........cove e e, 76
3.3.4 FUNCION lINfOCIANTAL .. ... ve et e e e e e e e e e e e e e 77
3.3.5 Inmunoglobulinas SEriCaS. .........c.uii i 77
3.3.6 Subclases de inmunoglobulinas.............coviiiiiie 77
3.3.7 Produccion de anticuerpos eSpecCifiCOS.........vuveviriie i v 78
3.3.8 Cuantificacion de las subpoblaciones de linfocitos B....................o...e. 79
3.4 Estudio de la expresion de ICOS..... ..ot e 83
3.4.1 OBteNCION de dAtOS. ......c. ittt e e e e e 83
3.4.2 Preparacion celular y estimulacion.............c.ccoov i e, 85
3.4.3 Analisis por citometria de flujo..........coooii i, 86

3.5 Analisis de la expresion intracelular de btk por citometria de flujo en monocitos.... 88

3.5.1 Preparacion de MUESIIA.......c.cou it e e e e e e, 88
3.5.2 Analisis por citometria de flujo..........cooooi i, 89
3.6 Andlisis de datos exXperimentales. .. ... .. .o e e e 90

3.6.1 Estudio de la expresion btk, Ick, SAP
3.6.2 Estudio de linfocitos B de memoria en pacientes con IDVC

4, RESUL T AD S . ... i i e e e e e e e e e e e e 91
4.1 Estudio de la expresion de proteinas btk, Ick y SAP en pacientes con IDVC......... 92
4.1.1 DatoSs demMOGraAfiCOS. .. ... .ttt it et et e e e e e e 92
4.1.2 Manifestaciones CliNICAS.........ocviiie i e e e 93
4.1.3 Datos iNMUNOIOQICOS.......oeii it e e e e e e e 94
4.1.4 Edad, primeros sintomas-diagnostico-tratamiento.............................. 95
4.1.5 Estandarizacion de la concentracién de anticuerpos................coevene. 97

4.1.6 Expresion e imagenes de la proteina btk................cooii 99



4.1.7 Expresion e imagenes de la proteinalck............ccocoi i, 102

4.1.8 Expresion e imagenes de la proteina SAP.........coccoi i, 105

4.2 Estudio de los linfocitos B de memoria en pacientes con IDVC......................... 108
4.2.1 Cuantificacién de las subpoblaciones de linfocitos B en controles y
pacientes CON IDVC ... e e 108
4.2.2 Clasificacion de los pacientes con IDVC en grupos segun la
cuantificacion de los linfocitos B de memoria............ccovevviineieininnnnes 109
4.2.3 Caracterizacion clinica e inmunolégica de los pacientes con IDVC
clasificados en grupos BM.........uiiiiiiii i 114
4.2.3.1 Datos generales y antecedentes familiares.......................... 114
4.2.3.2 Caracterizacion clinica de los pacientes con IDVC clasificados en
OrUPOS BM .o 116
4.2.3.3 Datos inmunoldgicos de pacientes con IDVC........................ 123

4.2.3.4 Caracteristicas clinico inmunolégicas de los pacientes con IDVC

clasificacion en grupos BM, Resumen............cccccevvve v eennnn. 126
4.3 Resultados del estudio de la expresion de ICOS...........ccooiiiii i e, 127
5. DISCUSION. ... e e e e e e e e e e 133
6. CONCLUSIONES. .. .. e e e e e e e e eae e e 149
7. BIBILIOGRAFIA ... oo e e e 151

8. AN E X O S . 163



1. INTRODUCCION



1. INTRODUCCION

11 DEFECTOS EN EL SISTEMA INMUNITARIO: LAS
INMUNODEFICIENCIAS.

La integridad del sistema inmunitario es basica para la defensa contra las
sustancias extrafas. Los individuos que padecen una deficiencia en algun
componente del sistema inmunitario suelen presentar una mayor susceptibilidad

a las infecciones, que suelen ser persistentes y recurrentes.

Las inmunodeficiencias (ID) mas frecuentes son las adquiridas o secundarias,
ocasionadas por la pérdida o la falta de proteinas séricas. Su etiologia es debida
principalmente a malnutricion, a la infeccion por microorganismos: bacterias,
hongos, protozoarios y virus (virus de la inmunodeficiencia humana, virus del
sarampion, virus de Epstein Barr, citomegalovirus, etc.) o al uso de farmacos

inmunosupresores (citostaticos, corticoides, etc.)'.

Las inmunodeficiencias primarias (IDP) son enfermedades genéticas que suelen
presentarse durante la primera o segunda década de la vida, aunque pueden
también manifestarse en la edad adulta. Su frecuencia es uno de cada 10,000
nacimientos®. Se caracterizan por una susceptibilidad a infecciones crénicas y
recurrentes, enfermedades autoinmunes, cancer (principalmente linfomas) y en
algunos casos inflamacion no controlada debida a una infiltracion anormal de

linfocitos en tejidos y érganos®.

Durante los ultimos afios se han producido grandes avances en el conocimiento
de las bases moleculares y genéticas de estos defectos del sistema inmunitario,
que han servido para mejorar el diagndstico, el consejo genético y la
terapéutica, mediante la formulacién de nuevas estrategias. Estos logros se

deben, en gran parte, a que las IDP sirven de modelos naturales para



profundizar en el conocimiento de la funcién de los distintos componentes del

sistema inmunitario humano.

1.1.1 CLASIFICACION DE LAS IDP

La clasificacion, modificada, de las IDP propuesta por el Grupo Cientifico de la
International Union of Immunology Societies (IUIS)*las agrupa en:

1) - Inmunodeficiencias severas combinadas de células T y B.

2) - Deficiencias predominantemente de anticuerpos.

3) - Otros sindromes de inmunodeficiencia bien definidos.

4) - Enfermedades de disregulacion inmunitaria.

5) - Defectos congénitos de numero, funcién o ambos, de los fagocitos.
6) - Defectos en la inmunidad innata.

7) - Alteraciones autoinflamatorias.

8) - Deficiencias del complemento.

1.1.2 PREVALENCIA

Las inmunodeficiencias predominantemente de anticuerpos son las mas
frecuentes, ya que representan alrededor de un 70% del total de las IDP,
segun los datos obtenidos del registro de la Sociedad Europea de
Inmunodeficiencias Primarias (ESID) (figura 1) y del Registro Espaiol de

Inmunodeficiencias Primarias (REDIP) (tabla1 y figura 2)° ©.



Principales grupos de inmunodeficiencias

2006

2005

Diagnéstico 2006: 2005:
.b Deficiencias predominantemente de anticuerpos 65.79% (n=1,731) 71.95% (n=844)
’7 Deficiencias predominantemente de células T 10.83% (n=285) 6.39% (n=75)
i Alteraciones fagociticas 7.72% (n=203) 8.27% (n=97)
’7. Deficiencias del complemento 0.72% (n=19) 0.51% (n=6)
rb Otras IDP bien definidas 12.85% (n=338) 10.66% (n=125)
’7 Sindromes Autoinmunes e inmunodisregulacién 0.53% (n=14) 0.60% (n=7)
. IDP no clasificadas 1.56% (n=41) 1.62% (n=19)
Numero total de pacientes 100.00% |(n=2,631) 100.00% |(n=1,173)

Figura 1.- Principales grupos de inmunodeficiencias, segun el registro de la Sociedad Europea
de Inmunodeficiencias. Datos obtenidos de la pagina de Internet www.esid.org

Diagndsticos de IDP mas registrados

Déficit de IgA

Inmunodeficiencia comun variable
Déficit de C1-inhibidor
Inmunodeficiencias combinadas
Deficiencia de subclases de IgG
Agammaglobulinemia
Enfermedad Granulomatosa crénica
Anomalia de DiGeorge
Ataxia-Telangiectasia

Sindrome de Hiper IgE

Sindrome de Wiskott- Aldrich
Candidiasis mucocutanea cronica

929
462
250
152
98
96
72
63
53
40
33
28

Tabla 1.- Datos del Registro Espafiol De Inmunodeficiencias Primarias (REDIP) del 1993 al
2004, en el cual 12 sindromes representan el 90% de los casos. http://web.hsd.es/redip/

o


http://www.esid.org/
http://web.hsd.es/redip/

Distribucion de IDP por grandes grupos en Espana

a Articueos
| Combinadas
0 Faooditos

O Camplemento
W Ctras

12%

Figura 2.- Distribucién de los principales grupos de inmunodeficiencias en el Registro
Espafiol de Inmunodeficiencias Primarias. http://web.hsd.es/redip/

El déficit de IgA (DIgA) es la IDP mas comun (1/700 en personas caucasicas),
aunque soélo alrededor de un tercio de los pacientes presentan clinica,
basicamente infecciones bacterianas respiratorias recurrentes y procesos
autoinmunes. Por lo tanto, la inmunodeficiencia variable comun (IDVC) pasa a
ser la IDP mas frecuente (1/10.000 a 1/25.000 segun estimaciones en paises

Europeos) con manifestaciones clinicas® ’.

1.2 IDP CON DEFECTOS PREDOMINANTEMENTE DE ANTICUERPOS

En este grupo de IDP el defecto se limita a la formacion de anticuerpos, ya sea
por una alteracion en el desarrollo intrinseco de los linfocitos B o por un fallo en
la respuesta efectiva de estas células a las sefiales de los linfocitos T. Los
sindromes que presentan un déficit de inmunoglobulinas son un grupo
heterogéneo de defectos inmunoldgicos, clinicamente definidos por una mayor

susceptibilidad a las infecciones recurrentes.

Las manifestaciones clinicas suelen ser similares entre si, aunque algunos de ellos
presentan peculiaridades propias. Los defectos moleculares y celulares en estos

sindromes son muy heterogéneos, pudiendo afectar a distintos elementos (células,


http://web.hsd.es/redip/

mediadores, receptores, etc...) que participan en la respuesta inmunoldgica

humoral.

La clasificacion actual incluye las mutaciones que se han descrito recientemente

en pacientes con hipogammaglobulinemia (tabla 2)*.

Generalmente los pacientes con |IDP se caracterizan por iniciar las
manifestaciones clinicas en una etapa temprana de la vida. Sin embargo, algunas
inmunodeficiencias pueden producir manifestaciones clinicas de inicio, en la edad
adulta, como son: la IDVC, el DIgA, la deficiencia de subclases de IgG vy la
deficiencia de C2 del complemento. Lo mismo ocurre en otras IDP, como la ALX
(Agammaglobulinemia ligada a X), el déficit de ADA (adenosin desaminasa), que
produce una IDSC (Inmunodeficiencia severa combinada), el WAS (Sindrome de
Wiskott Aldrich) y la EGC (enfermedad granulomatosa crénica), cuando existe un
defecto parcial de la proteina afectada con un fenotipo mas leve. En estos casos
los defectos estan presentes desde el nacimiento, pero los sintomas se inician en
etapas mas tardias®®. Otros pacientes pueden estar diagnosticados de un tipo de
inmunodeficiencia y posteriormente evolucionar a otra. Esto se ha descrito en
algunos casos con déficit de IgA, que posteriormente han evolucionado a una
IDCV &,



Tabla 2. Deficiencias predominantemente de anticuerpos. Clasificacion segun IUIS

Enfermedad Herencia Defecto genético
1. Reduccion importante en todos los isotipos de Igs séricas con ausencia de células B.
a) Deficiencia Btk XL Mutaciones en Btk
b) Deficiencia en cadena pesada p AR Mutaciones en cadena pesada m
c) Deficiencia 1. 5 AR Mutaciones en A 5
d) Deficiencia Igo AR Mutaciones en Iga
e) Deficiencia BLNK AR Mutaciones en BLNK
f) Timoma con inmunodeficiencia Ninguna Desconocido
2. Severareduccién en al menos 2 isotipos de inmunoglobulinas séricas con nimero de células B normal o bajo
a) Alteraciones en IDVC Variable Desconocido
b) Deficiencia de ICOS AR Mutaciones en ICOS
c) Deficiencia de CD19 AR Mutaciones en CD19
d) Deficiencia de TACI AD o AR Mutaciones en TACI
e) Deficiencia de receptor de BAFF AR Mutaciones en BAFFR
3. Reduccidn severa en IgG e IgA sérica con incremento de IgM y numero normal de células B
a) Deficiencia de AID AR Mutacién en AICDA
b) Deficiencia de UNG AR Mutacion en UNG
4. Deficiencias en isotipo o cadena ligera con numero normal de células B
a) Deleciones en cadena pesada Ig AR Deleciéon en cromosoma 1432
b) Deficiencia en cadena x AR Mutacién en gen constante k
c) Deficiencia en subclases de IgG aislada Variable Desconocido
d) Deficiencia en IgA con subclases de IgG Variable Desconocido
e) Deficiencia selectiva de IgA Variable Mutacién desconocida y en pocos casos TACI
5. Deficiencia de anticuerpos especificos con concentraciones de Igs y niamero de células B normales Variable Desconocido
6. Hipogammaglobulinemia transitoria de la infancia Variable Desconocido




1.3 INMUNODEFICIENCIA VARIABLE COMUN

1.3.1 DEFINICION

La IDVC es un sindrome heterogéneo de etiologia desconocida, caracterizado
basicamente por hipogammaglobulinemia de 2 o mas isotipos de
inmunoglobulinas, infecciones respiratorias de repeticion y otras anormalidades
inmunoldgicas. Fue descrito en 1953° por Janeway. A diferencia de otras IDP,
no es una enfermedad ligada al sexo, afectando tanto a varones como a mujeres,
con cierto predominio en varones. Solo en algunos casos con un defecto
monogeénico se ha podido demostrar una transmision genética de la enfermedad
(autosémica recesiva y autosomica dominante). Los primeros sintomas pueden
aparecer en la infancia, adolescencia o en la edad adulta. El diagndstico se
realiza preferentemente en dos picos de edad: uno en la infancia y otro entre los
20 y 30 afios,> "' siendo la IDP mas frecuente de inicio en adultos®. Asimismo, la

IDVC es también la ID de anticuerpos primaria sintomatica mas comun.

1.3.2 INCIDENCIA

Historicamente la prevalencia de esta enfermedad se cifraba en 2.5/100.000
adultos 2, pero parece ser una subestimacién debido a que muchas IDVC no son

diagnosticadas, pudiendo variar ampliamente y va desde 1/10,000 a 1/100,000 °.

1.3.3 HETEROGENEIDAD CLINICA E INMUNOLOGICA.

La caracteristica principal de la IDVC es la heterogeneidad, probablemente
debida a diversas causas entre las que caben destacar dos: a) Que aunque la
mayoria de los pacientes presentan infecciones recurrentes respiratorias y
gastrointestinales, también pueden presentar una gran variedad de alteraciones
no infecciosas (autoinmunes, inmunoproliferativas, inflamatorias, etc.). b) La

demostracion de distintas alteraciones inmunolégicas en los pacientes, cuando en



un principio se pensaba que la IDVC estaba causada por un defecto intrinseco de
los linfocitos B (células responsables en ultimo lugar de la produccién de

anticuerpos).

Actualmente ya se han descrito diversos defectos moleculares, entre los distintos
pacientes, que pueden afectar a muchos de los elementos que participan en la
respuesta humoral: linfocitos B, linfocitos T, células presentadoras de antigeno

(CPA) y mediadores leucocitarios (citocinas).'"3.

1.3.4 MANIFESTACIONES CLINICAS

Las infecciones sinopulmonares pidogenas recurrentes estan presentes
practicamente en todos los pacientes en el momento de su diagndstico y son el
principal motivo de la consulta médica. Pero ademas de las infecciones
recurrentes del tracto respiratorio podemos enumerar un gran numero de
enfermedades asociadas a la IDVC'. La variedad de infecciones, y no los niveles

séricos de inmunoglobulinas, refleja el grado de disfuncién inmunitaria™®.

A) Manifestaciones respiratorias:

Las manifestaciones clinicas de origen respiratorio son las mas frecuentes,
teniendo un alto porcentaje de causalidad en la manifestacion de los primeros
sintomas' '®. Estas manifestaciones respiratorias pueden ser: neumonias (66%),
sinusitis (60%), bronquitis (45%), otitis (29%), sobreinfecciones respiratorias de

repeticidn, bronquiectasias, neumopatia crénica, etc,"”.

Las Dbacterias encapsuladas (Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Moraxella catarrhalis, etc) son los
gérmenes responsables de la mayoria de las infecciones respiratorias, ya que se
precisa de la colaboracion de anticuerpos opsonizantes (IgG) para su
fagocitacion. Asimismo, existe una gran susceptibilidad a padecer infecciones
pulmonares por Mycoplasma pneumoniae. Generalmente las infecciones virales

son mejor toleradas, excepto en el caso de: enterovirus, Herpes simplex,



varicela zoster y citomegalovirus'®'®?°. En un estudio realizado en Finlandia a
pacientes con hipogammaglobulinemia, se les realizd cultivo de lavado
bronquioalvelolar y se encontré adenovirus en un 36% y ademas rinovirus y
citomegalovirus (CMV) (cada uno en un paciente). El adenovirus es un virus
que se ha encontrado frecuentemente en pacientes inmunocomprometidos y ha
sido relacionado con una predisposicién al desarrollo de bronquiectasias en
ninos. En el mismo estudio el Haemophilus influenzae fue la bacteria

encontrada con mayor frecuencia '"?'.

Los procesos pulmonares infecciosos, padecidos de forma reiterativa, son
responsables del deterioro progresivo de la funcion pulmonar. Dado que la IDVC
es una enfermedad tributaria de tratamiento sustitutivo con gammaglobulinas, el
diagnostico temprano sera de capital importancia, no sélo para prevenir y
controlar los procesos infecciosos, sino también para evitar el desarrollo de una
neumopatia crénica, ya que segun estudios, alrededor del 17% de pacientes
presentan bronquiectasias al momento del diagnéstico18.

Las complicaciones pulmonares como: bronquiectasias, enfisema, neumonia
linfoide intersticial, fibrosis pulmonar o enfermedad pleural, se desarrollan en
cerca de 20 a 30% de los pacienteszz, siendo las mas frecuentes la neumonia
bacteriana recurrente y la supuracion bronquial®®. Estas complicaciones, bajo
un tratamiento inadecuado, conducen a una insuficiencia respiratoria grave,
requiriendo en algunas ocasiones del trasplante pulmonar, siendo junto con el
linfoma, una de las principales causas de muerte en estos pacientes. Los
hallazgos mas frecuentes a nivel de radiografias y tomografia computarizada

de alta resolucion (TCAR), de acuerdo a una revision de casos'’?*

, son las
bronquiectasias (con un rango de 24 — 58%), engrosamiento de la pared
bronquial (18 - 42%) y otros menos frecuentes como: nédulos parenquimatosos

o mediastinicos, colapso lobar, lesiones intersticiales, etc.

B) Manifestaciones gastrointestinales:
Son la segunda manifestacion clinica mas frecuente, siendo responsables de

una gran parte de la patologia que presentan los pacientes con IDVC. Algunos

estudios reportan la incidencia de alteraciones gastrointestinales (Gl) en un
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32% de los pacientes, siendo las enteritis por Salmonella y Giardia lamblia las

mas frecuentes '8

Los anticuerpos secretados a nivel Gl juegan un rol
importante en el control de la flora microbiana intestinal y su ausencia puede
favorecer la proliferacion de los comensales o patdgenos intestinales, los cuales
inician y perpetdan una reaccién inflamatoria crénica®. Las infecciones
recurrentes del tracto gastrointestinal son producidas comunmente por: Giardia
lamblia, Salmonella, Campylobacter jejuni, rotavirus y otros. Las infecciones por
Giardia en pacientes con IDVC (a diferencia de pacientes sin IDVC) ocurren
aunque los niveles de exposicion no sean altos y son mas dificiles de
erradicar con la terapia convencional. La reduccion de los niveles de IgG e IgA
en pacientes inmunocomprometidos se correlaciona con la incapacidad para
eliminar el parasito desde el intestino. Las manifestaciones Gl no infecciosas
ocurren en el 20% de los pacientes y pueden ser: diarrea cronica no infecciosa,
malabsorcion (marcada por el incremento de la excrecién de grasa y D-Xilosa
anormal), intolerancia a la lactosa, hallazgos que semejan un sindrome celiaco y

1520 Estas manifestaciones pueden

enteropatia perdedora de proteinas
producir pérdida de peso importante, pérdida de nutrientes con hipocalcemia
(debido a la malabsorcién de vitamina D), anemia (debido a la malabsorcién de
acido folico) e hipoalbuminemia, produciendo edema generalizado (debido a la
perdida de proteinas). Histopatolégicamente, existe atrofia de vellosidades de
leve a moderada y un aumento de linfocitos intraepiteliales y en la lamina
propia (cuadro similar a enteropatia sensible al gluten). Las lesiones gastricas
consisten en gastritis que en muchos casos evolucionan a gastritis atrofica y
aclorhidria. La gastritis en la IDVC estd asociada al desarrollo de anemia
perniciosa®.

La enfermedad inflamatoria intestinal es comun; cerca del 30% de los pacientes
tiene algun grado de diarrea cronica y aproximadamente un 10% tiene una
gastroenteropatia del intestino delgado y grueso grave, con malabsorcién vy

ocasionalmente estructuras ileales fibroticas®.

C) Otras infecciones:

En estos pacientes hay otros sistemas del organismo afectados por infecciones:
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Articulaciones: hay una predisposicion a infecciones por micoplasma no
patogénico y ureaplasma, dando lugar a una artritis séptica’. La artritis en la
IDVC no es destructiva y generalmente incluye las grandes articulaciones de

forma asimétrica®.

Neuroldgicas: Las alteraciones mas comunes son: la meningitis bacteriana
(causada por Pneumococo, Haemophilus influenzae), abscesos cerebrales, y
enfermedad granulomatosa”’. La predisposicidon a infecciones virales del sistema
nervioso central (SNC) en pacientes con hipogammaglobulinemia es poco
comun. Sin embargo, Rudge et al. reportaron esta afeccion en 7 de 13 pacientes
con hipogammaglobulinemia (incluyendo ALX e IDVC) y los virus mas comunes
fueron enterovirus y ECHO virus. Otras afecciones reportadas aqui fueron:
perdida progresiva del sentido del oido y lesiones en la retina como retinitis
pigmentosa y coroidoretinitis?’. También se ha reportado polineuropatia

sensoriomotora axional de causa autoinmune?.

Ojos: Muchos pacientes con o sin sintomas oculares tienen evidencia de
reduccion en la secrecidon de lagrimas, con anormalidades corneales asociadas.
La uveitis puede ocurrir en asociacién con la enfermedad granulomatosa en la
IDVC™.

D) Manifestaciones autoinmunes:

La asociacion entre inmunodeficiencia y autoinmunidad no es una excepcidén en
el caso de la IDVC. Alrededor de un 20-30%'4"%% de los pacientes presentan
trastornos autoinmunes como: anemia hemolitica autoinmune (AHA), purpura
trombocitopénica idiopatica (PTI), artritis reumatoide (AR), neutropenia, anemia
perniciosa y lupus eritematoso sistémico, siendo mas frecuente en las mujeres
que en los varones. En una revision de 248 pacientes Cunningham y cols.
encontraron una prevalencia de 23% de enfermedades autoinmunes, siendo la
PTI la mas frecuente, en 7.6% de los pacientes'®".

También pueden coexistir la enfermedad de Graves, hipoparatiroidismo,

cirrosis biliar primaria, sindrome de SICCA, glomerulonefritis y vasculitis.
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Segun algunas publicaciones, las bases genéticas para las enfermedades
autoinmunes pueden estar relacionadas a las bases genéticas de las ID. Se ha
sugerido que pacientes con esta ID tienen pérdida de la respuesta de IgA
normal en las mucosas, fallando el mecanismo de exclusion de proteinas del
medio ambiente en las superficies mucosas. Esto puede permitir la
inmunizacion con antigenos del medio ambiente, que reaccionan cruzadamente
con antigenos propios, induciendo el proceso de autoinmunidad. La IDVC
tiene anormalidades de las células T, por lo tanto los pacientes pueden tener

menos capacidad para detener y/o regular la respuesta autoinmune.

E) Manifestaciones linfaticas:

Un tercio de los pacientes tienen esplenomegalia y linfadenopatias. Los
ndédulos linfaticos muestran una importante hiperplasia folicular reactiva''. La
hiperplasia nodular linfoide (HNL) consiste en colecciones macroscépicas de
linfocitos dispersados, a través de la pared del intestino delgado, colon o recto y
su patogenia parece estar relacionada con la estimulacion antigénica persistente
de los linfocitos B residuales en la pared intestinal y su escasa capacidad para
sintetizar anticuerpos. En un numero limitado de pacientes la mayoria de las
células son linfocitos B IgM positivos rodeados por células T, la mayoria de las
cuales son CD8+. Estos hallazgos pueden sugerir que esto representa intentos
abortivos de formar foliculos de células B productivas las cuales no son
adecuadamente reguladas por las células T. La HNL es virtualmente
patognomonica de la IDVC y aunque por si sola no produce sintomas, aumenta
el riesgo de linfoma intestinal. La hiperplasia se distingue del linfoma en que

consiste de ambas células T y B y no es monoclonal®

. El estudio histoldgico del
intestino muestra con cierta frecuencia, ademas de las lesiones de HNL, atrofia
de vellosidades y/ 0 ausencia de células plasmaticas.

La neumonitis linfoide intersticial (NLI) se caracteriza por un infiltrado linfoide
reactivo difuso o multifocal, que involucra el intersticio alveolar (es también
conocido como hiperplasia difusa del tejido linfoide asociado a bronquios
[BALT]). Este infiltrado suele ser de linfocitos T, células plasmaticas,

fibroblastos y macréfagos diseminados; en los casos asociados a la IDVC las
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células son principalmente linfocitos T CD4+%. La NLI también ha sido
asociada a algunas infecciones como: VIH (Virus de la Inmunodeficiencia
Humana) y VEB (Virus de Epstein Barr). Cuando la enfermedad es aislada,

cerca del 10% de pacientes con NLI pueden tener hipogammaglobulinemia.

F) Granulomas

Las lesiones granulomatosas han sido descritas en tejidos linfoides, érganos
sélidos o piel. Aunque su incidencia es desconocida, hay series en que se
reporta de 5.4 a 10%, y algunas reportan hasta el 20% de los pacientes con
IDVC. Estas lesiones se han asociado con los pacientes que presentan mas
alteraciones inmunoldgicas como son: deficiencia de células T, defecto en el
procesamiento de antigeno o produccion inadecuada de citocinas; se sugiere
que puede haber un secuestro anormal de antigeno y/ o subsiguiente
formacion de granulomas. Cunningham encontré que un 28% de los pacientes
con IDVC estudiados tenian algun tipo de enfermedad Al asociada, pero 9/17
pacientes con granulomas tenian una franca enfermedad Al; esto puede sugerir
una conexion entre una funcion de células T anormal o deficiente y la

produccion de citocinas %,

G) Céancer:

La incidencia de aparicion de neoplasias solidas y hematoldgicas, esta
incrementada de 8-13 veces, sobre todo en mujeres (438 veces) *, si la
comparamos con individuos no inmunodeficientes de la misma edad y sexo. Las
neoplasias mas frecuentes son®* las epiteliales de origen gastrointestinal (cancer

)%y los linfomas®. En dos estudios, britanico y americano, se encontrd

gastrico
un riesgo superior de desarrollar linfoma maligno de 30 y 259 veces,
respectivamente 3*,

La incidencia de linfomas malignos es significativamente mas alta en pacientes
con IDP y estos se caracterizan por: ser principalmente de tipo no-Hodgkin, una

tendencia a presentarse en sitios extranodales, principalmente en el SNC
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(Sistema Nerviosos Central) y Gl (Gastrointestinal), una rapida progresion clinica
cuando no son tratados y una histologia de células grandes de forma difusa, con
frecuencia de origen extranodal, de tipo B, bien diferenciadas y que secretan

inmunoglobulinas .

La causa de esta alta incidencia de neoplasias es
desconocida, aunque es posible que la estimulacion antigénica permanente y las
alteraciones en la inmunidad celular intervengan como factores de riesgo. En la
etiologia de malignidad linfoproliferativa en las IDP puede estar involucrada la
infeccién por el VEB, defectos en inmunoregulacién y/ o inestabilidad genética y
un probable efecto inhibidor en la formacién tumoral °. Las inmunodeficiencias
primarias mas comunmente asociadas a desordenes linfoproliferativos son: la
Ataxia-telangiectasia (10%), la IDSC (7.6%) el SWA (7.6%) y la IDVC (1.4 -
7%). Aunque sin porcentaje de asociacion conocido, el sindrome de hiper IgM y
el XLP (sindrome linfoproliferativo ligado a X) también se asocian a

linfomas®"-8,

La incidencia de cancer gastrico en esta enfermedad es 50 veces mas alta que
en la poblacion general. Se ha demostrado que el Helicobacter pylori causa
gastritis cronica activa, y existe una correlacion importante entre la infecciéon
por esta bacteria y la atrofia con metaplasia intestinal en el estbmago (riesgo
incrementado de 4.5 — 9 veces), sin embargo se desconoce la causa de dicha
incidencia mayor en los pacientes con IDVC; se sugiere que la IgA secretora
juega un rol protector importante en el jugo gastrico, inhibiendo la motilidad y
capacidad de adhesidén del H. Pylori, neutralizando asimismo las toxinas que

produce. Su deficiencia favoreceria la proliferacion de esta bacteria >%.

H) Malnutricion:

Es una causa importante de morbilidad en estos pacientes, ocasionando una
alteracion del crecimiento, posiblemente secundario a infecciones recurrentes,
diarrea y malabsorcion. La diarrea cronica persistente y la malabsorcion
idiopatica pueden inducir una malabsorcion proteico — calérica (MPC) en los
pacientes con IDVC. En este tipo de alteracion, la MPC puede afectar

negativamente los mecanismos de defensa del huésped. Las infecciones
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recurrentes estan asociadas a una serie de eventos metabdlicos, que llevan a
un estado de balance de nitrdgeno negativo y pérdida significativa de masa
corporal, con deplecién nutricional, anorexia marcada y trastorno de la proteina
corporal completa y del anabolismo hepatico®. Los pacientes con disminucion
de células T CD4+ circulantes (<300) e IgA sérica no detectable, mostraron
mayor prevalencia de deplecion nutricional y morbilidad (infecciones
recurrentes), con respecto a aquellos pacientes con niveles de células T CD4+

ligeramente por debajo de limite normal e IgA sérica detectable.

1.3.5 ETIOLOGIA

La etiologia de la IDVC es actualmente desconocida en mas del 90% de los
casos. Se considera que podria ser multifactorial; entre estos factores estan la
predisposicion genética y factores ambientales que podrian conducir al
sindrome®. La colaboracion entre las células T y B es fundamental para una
respuesta inmunitaria 6ptima y ésta puede ser el elemento clave para entender el

fallo inmunoldgico en la IDVC.

La produccion de anticuerpos contra antigenos extranos, por parte de las células
B, ha de ser especifica y efectiva. Dicha produccién se lleva a cabo en una etapa
posterior a la maduracion de los linfocitos B en los érganos linfoides, siendo la
participacion de las células T inmunocompetentes fundamentales en el proceso.
Por lo tanto, la produccién efectiva de anticuerpos requiere una colaboracion
entre células B, T y accesorias. En base a estos conocimientos las hipétesis que
se barajan sobre el origen de la hipogammaglobulinemia, cuya causa directa
seria un bloqueo en el paso de linfocito B maduro a célula plasmatica secretora
de anticuerpos son: a) un defecto intrinseco de las células B*'***® b) una
excesiva actividad supresora de las células T**** c¢) una colaboracion

defectuosa T- B47,48,49,50,51 ,52,53,54,55,56

57,58,59,60

y d) un fallo en las células presentadoras de

antigeno

El amplio rango de alteraciones inmunoldgicas, identificadas en los distintos

trabajos de investigacion, ha dificultado la obtenciéon de datos esclarecedores
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sobre la etiologia de la enfermedad, habiéndose buscado incluso un origen
virico®, que nunca se pudo demostrar. Conforme se han ido describiendo las
bases moleculares de algunas IDP, pacientes que estaban diagnosticados de
IDVC han sido re-diagnosticados de otras enfermedades (ALX, HIM, XLP, etc.),

poniendo de manifiesto la heterogeneidad de la IDVC.

Las alteraciones inmunoldgicas descritas en la literatura estan presentes: a) En la
funcion de células B (produccion de inmunoglobulinas in vitro, etc), b) En el
fenotipo B (marcadores de maduracion, coestimulo, etc), ¢) En la funcion de
células T (activacion, proliferacion, produccion de citocinas, etc.), d) En el fenotipo
de células T (expresion de moléculas de adhesion, marcadores de activacion, de
memoria inmunoldgica, de coestimulo, etc.), e) En la funcion de monocitos

(produccién de citocinas, etc.) y f) En la apoptosis.

La hipogammaglobulinemia en los pacientes con IDVC es unicamente el fenotipo
de esta enfermedad ya que la etiologia de los defectos celulares, que podria ser
muy variada, es desconocida. No se sabe cuanto podria haber de primario o

secundario y esto complica su resolucion.

a) Defectos en células B

Como la primera manifestacién de la IDVC es la hipogammaglobulinemia, los
primeros trabajos se enfocaron en la funcién de las células B; la evidencia
actual indica que en muchos pacientes con IDVC las células B son capaces
(con estimulos) de hacer anticuerpos y se sugiere que en la mayoria de los
casos el defecto no esta a nivel de las células B sino en la interaccion de las

células Ty B*

Los defectos descritos en las células B incluyen: defectos intrinsecos que
conducen a una diferenciacion terminal a células plasmaticas inadecuada,
hipermutaciones somaticas reducidas, inadecuado desarrollo de las células B
de memoria in vivo®, alteraciones de la apoptosis e incluso se han sugerido

defectos anatdmicos a nivel del bazo.
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En base a las alteraciones de las células B, los pacientes se pueden agrupar
en dos tipos; por un lado estan los pacientes que presentan anormalidades
profundas de las células B con un numero reducido de las mismas (un pequefio

3 0 con un nimero

porcentaje de pacientes no tienen células B circulantes),
de células B normal pero con capacidad proliferativa disminuida. Por otro lado,
estan los pacientes con numero de células B y capacidad proliferativa normales
pero incapaces de producir cantidades normales de Ig in vitro. Este grupo
comprende la mayoria de los pacientes, que pueden a su vez subdividirse en
aquellos con un defecto en la produccién de cualquier lg in vitro y aquellos que
producen cantidades normales de IgM, pero cantidades reducidas de IgG e
IgA. El fallo de las células B, de pacientes con IDVC, para producir Igs se debe
en realidad a un doble defecto: por un lado en la diferenciacion terminal, y por

otro en el cambio de diferenciacion de isotipo.

Otra posible causa de interés que explique los defectos en la funcién de las
células B en la IDVC, seria la existencia de un defecto de los mecanismos anti-
apoptéticos que normalmente estan en juego, por tratarse de la estimulacion de
células que son defectuosas. Aunque las células B de pacientes con IDVC
exhiben niveles normales de proliferacion, no sobreviven 48-72 horas, tiempo
necesario para la diferenciacion terminal o de cambio. Una evidencia de esta
probabilidad viene de los estudios de Saxon et.al, quien mostré que los
linfocitos B de un grupo de pacientes con IDVC, ademas de estar disminuidos
en sangre circulante, expresaban gran cantidad de antigeno Fas y una
disminucién de CD38, molécula altamente expresada en células B de centros

germinales, que acttia como un inhibidor de la apoptosis?.

Las células B de memoria son el subtipo de células indispensables para la
proteccion contra bacterias encapsuladas y éstas necesitan el microambiente
esplénico para su generacién y supervivencia. En este estudio, se encontré que
en ausencia del bazo, las llamadas células B de memoria son indetectables en

la sangre, y esto ocurre en nifios y en pacientes con IDVC'*%*,

Las sefiales liberadas tras el entrecruzamiento del CD40 en células B son
fundamentales para la produccion efectiva de anticuerpos, por lo que la

expresion de su ligando natural, el CD40L, ha sido estudiada en LT activados
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de pacientes con IDVC, observandose que en un porcentaje de ellos hay una

disminucion o ausencia del CD40L en la membrana®.

En otro grupo de pacientes (10 con IDVC y 10 controles sanos) se observo una
alteracion de la regulacion de CD70 y CD86 en el grupo con menor numero de

células B de memoria con cambio de isotipo (IDVC tipo 1)%.

Otros defectos que han sido descritos en las células B de los pacientes con
IDVC son:

- Una disminucion en la expresién de CD21 (molécula CR2, conocida como
receptor del VEB) en células B, y ausencia de marcadores de activacion.

- Defectos en la activacion por la via de la proteina kinasa C (Pkc) con
ausencia de cambios en la membrana plasmatica tras la estimulacion por
esta via.

- Defectos en monocitos; al deplecionar las células mononucleadas de 2
pacientes con IDVC antes del cultivo se consigui6 aumentar la respuesta
proliferativa de células T a mitbgenos como PHA (Phytohemalgutinina) y
Con-A (Concavalina A). Otros estudios han demostrado una mala
produccion de Igs in vitro por las células B de IDVC, la cual se corrige al
sacar los monocitos del cultivo. Los monocitos de pacientes con IDVC
generaron significativamente mayor cantidad de especies de oxigeno
reactivo, seguidos de estimulacion. Asimismo, en estos pacientes, una
mayor proporcion de monocitos activados expresaron |L-12 al compararlos
con controles normales. También es probable que los monocitos de
pacientes con IDVC produzcan otras citocinas inflamatorias, ademas de la
IL-12, en exceso .

- El factor de crecimiento de las células B (BCGF: B cell growth factor) de
peso molecular alto fallé6 para provocar la proliferacién de las células B de
15/16 pacientes con IDVC, a pesar de una expresion normal de su receptor.
La respuesta al de bajo peso molecular fue normal®.

La expansién y diferenciacién terminal de células B no se produce en ausencia

de la seial apropiada de células T estimuladas por antigeno, y la consecuencia

puede ser un defecto en la produccién de anticuerpos, caracteristica de la

IDVC ¥
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b) Defectos en células T

Muchos de los trabajos recientes han enfocado su atencién en las células T,
suponiendo un defecto en la interaccion de estas células con los LB. Los
defectos que se han descrito en las células T incluyen: activacion y
proliferacion disminuida, inadecuada produccion de citocinas, expresion
defectuosa de varias moléculas de superficie, sugiriendo algunas
anormalidades en la sefial del receptor de células T (TCR), disminucién en la
generacion de células T de memoria antigeno especificas y aumento de la

funcién supresora de las células T%.

La respuesta alterada de células T a la estimulacion con antigenos de memoria
(aproximadamente entre 50 y 60%)® puede deberse a un defecto de las
células T CD4+, subpoblacion linfocitaria principalmente responsable de la
respuesta a antigenos de memoria. Asimismo puede haber un defecto de
transduccion de la sefal, asociada a la activacion de células T mediada por el
TCR, que podria explicarse por un defecto a nivel de las células presentadoras
de antigeno (CPA), asi como una inadecuada toma y/ o procesamiento de
antigeno exogeno por las CPA o anormalidades funcionales de las moléculas
del MHC clase Il, produciendo una unién débil o inestable de antigeno
peptidico a MHC clase |l, llevando a una activacion dafada de la célula T

antigeno especifica con fenotipo CD4+%,

La activacion defectuosa de las células T tras la estimulacién con anti-CD2,
superantigenos o anticuerpos anti-TCR, sugiere un defecto en la senalizacion a
través del TCR, ya que se ha observado una expresion intracelular de tirosin

kinasa alterada tras su estimulacion®®.

Las células T producen una cantidad reducida de IL-2, a nivel del mMRNA y de
la proteina, en respuesta a una variedad de estimulantes como la PHA,
superantigenos (enterotoxina streptococo B, [SEB]) o anti-CD2. Este defecto
puede ser atribuido a anormalidades en las células T, ya que generalmente
tanto el indice CD4/CD8 como el numero de células T circulantes son

normales. Las anormalidades de las células T son: anergia cutanea,
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disminucion de la proliferacion linfocitaria y reducida producciéon y/ o expresion
de IL-2, 4, 5y 10, en respuesta a antigenos o mitdbgenos, sugiriendo un defecto
de senalizacion temprana tras la estimulacion celular via el receptor de la célula
T o TCR®.

Se ha descrito un grupo de pacientes con disminucion de células T CD4+ que
también manifiestan un numero disminuido de células B, esplenomegalia,
aumento de INF-y, neopterina y 2 microglobulina®, igual que en los pacientes

con granulomas.

Las células T de los pacientes con IDVC (principalmente las formas mas
graves) expresan marcadores de activacion, con elevada proporcion de
células HLA-DR (antigeno leucocitario humano de clase Il) positivas y
expresion normal de CD25 (a pesar de niveles séricos de CD25 soluble
aumentados)® y disminucion de las poblaciones CD45RA+ y CD8+CD28+.

c) Células Presentadoras de Antigeno:

En 7 pacientes con IDVC se estudio la capacidad de presentacion de antigeno,
en conjuncion con las moléculas MHC de clase |l, a las células T CD4+, de
monocitos de sangre periférica y células B trasformadas, comprobandose que
no estaba alterada. Por lo tanto, se podrian descartar anormalidades en la
toma, procesamiento y re-expresion del antigeno, en asociacién con las
moléculas MHC clase Il, en la superficie de las CPA, asi como en la estructura
de las moléculas MHC clase Il, al menos relevantes para su funcion en la unién

y presentacion antigénica.

d) Citocinas:

Dentro de las hipotesis que se manejan en el estudio de la IDVC estan las
alteraciones de las citocinas, tratdandose de encontrar un defecto en estas
moléculas que explique la fisiopatologia de esta enfermedad. El defecto de las

citocinas no es limitado a la IL-2, sino también al INF-y, IL-4 o IL-5, que se han
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encontrado disminuidas en las células T estimuladas de pacientes con IDVC.
En cuanto al INF-y, el defecto puede ser secundario a un defecto en la

produccion de IL-2%.

La IL-2 es un potente inductor de la proliferacion y diferenciacidon de células B y
su defecto podria contribuir a las anormalidades halladas en las células B de
los pacientes con IDVC. Esta hipdtesis se apoya en el estudio de
sobrenadantes de células de pacientes con IDVC, estimuladas con PHA (con
bajos niveles de IL-2), los cuales fallan en su capacidad para apoyar la
secrecion de Igs por células B, normalmente activadas con SAC
(Staphylococus aureus Cowan 1)°”. El receptor de IL-2 (CD25) es expresado
normalmente en ambas células T y B y su expresion esta aumentada en la
infeccion crénica *2.

Los niveles de IL-3 en la IDVC son variables. La produccion de IL-4 esta
probablemente reducida y la IL-5 se puede encontrar normal o reducida. El rol
exacto de estas dos ultimas interleucinas, a nivel de la diferenciacion de las
células B. es controvertido, pero su produccion deficiente en pacientes con
IDVC puede afectar la diferenciacion de las células B®". La IL-6 derivada de los
monocitos es una co-sefal necesaria para la mitogénesis de células T y se
encuentra elevada en el suero de los pacientes con IDVC ', pero también esta
aumentada en la infeccion. La expresion de IL-9 tras estimulacion esta
reducida. La produccién de IL-10 es normal o disminuida’™. La produccién de
IL-12 por monocitos estimulados con lipopolisacaridos (LPS) estd aumentada
en la IDVC, comparada con los controles. La alteracién del INF-y es confusa,
pero hay un aumento significativo en la proporcién de células productoras de
INF-y tras activaciéon, en pacientes con IDVC, comparada con los controles®®,
un elevado numero de células T CD4+ expresando DR con expresion de Fas

aumentada y una elevada apoptosis?®.

La atractina, glicoproteina de 175 kDa que puede estar unida a la membrana o
soluble, es un coestimulador para la respuesta de las células T a antigenos de
memoria. Se ha observado una alteracion en la regulacién de la atractina en las
células T de pacientes con IDVC y deficiencia de células T, durante el proceso
de activacion celular. Esta hipétesis explica que el defecto en las células T, en

pacientes con IDVC, pueda ser por la pérdida de la sobreregulacion de la
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glicoproteina, afectandose cualquier paso posterior de la respuesta inmunitaria
productiva, por alteracion del trafico celular y de la coestimulacion en la fase
inicial”".

El FNT-qa (Factor de Necrosis Tumoral) aumenta la proliferacion de células T-B
y la diferenciacion de células B tras una corta exposicion. En un estudio de 24
pacientes con IDVC, se analizaron los niveles séricos del FNT-a y sTNFRs
(receptores solubles del FNT), y se encontraron elevados, comparados con
controles sanos; ademas fueron particularmente mas elevados en un subgrupo
de pacientes con IDVC caracterizado por: activaciéon inmune crénica in vivo,

ntimeros bajos de linfocitos CD4+ y esplenomegalia’.

e) Apoptosis:

Para clarificar el mecanismo patogénico de la apoptosis de células T en un
grupo de pacientes con IDCV, primero se investigd la via Fas/FasL ya que la
sefalizacion a través del Fas juega un rol central en la induccién de apoptosis,
especialmente en las células T activadas cronicamente, ayudando a terminar la
respuesta inmunitaria iniciada. Sin embargo, no se pudo demostrar ninguna
diferencia entre la expresion de Fas en células T de pacientes con IDVC y

sujetos sanos®.

f) Estrés oxidativo

La produccion excesiva de especies de oxigeno reactivas (ROS), que puede
ocurrir en el caso de infecciones recurrentes, es cominmente referida como
estrés oxidativo. Los niveles de micronutrientes antioxidantes han sido
estudiados en casos de inmunodeficiencia y cancer. Revisando el estado
oxidativo en la IDVC se encontrd una disminucion de la capacidad para
contrarrestar el estrés oxidativo con las siguientes alteraciones: a) disminucion
significativa de los niveles plasmaticos del ubiquinol, sin reduccion significativa

de retinol y a-tocoferol. b) bajos niveles de antioxidantes, por ejemplo: ubiquinol
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(Q10), que en forma parcial puede contribuir a la alta susceptibilidad a
infecciones y alteraciones neoplasicas en los pacientes con IDVC™. En un
subgrupo de pacientes con IDVC, caracterizado por una activacion inmunitaria
persistente in vivo, se encontraron niveles altos de homocisteina reducida en
plasma, y estos correlacionaron significativamente con altas concentraciones
de un producto de peroxidacion lipidica (malonaldehido plasmatico alto), y
bajos niveles en plasma de vitamina E. De acuerdo a esto se concluyo que los
niveles altos de homocisteina reducida en plasma son un marcador de
aumento del estrés oxidativo’®. Se ha delineado un subgrupo especifico de
pacientes con IDVC (CVlupper), caracterizado por una activacion inmunitaria
persistente in vivo: el numero de linfocitos T CD4+ esta reducido en sangre
periférica y hay un aumento en la incidencia de esplenomegalia, comparado
con otros pacientes con IGIV (CVlnom). En este estudio se encontré que los
pacientes con IDVC se caracterizan por un aumento de la peroxidacion lipidica
en plasma, hallandose niveles marcadamente disminuidos de los antioxidantes

liposolubles B-caroteno y vitamina E en un subgrupo de pacientes con IDVC

(CVlhiper). Estos hallazgos apoyan la nocion de que el estrés oxidativo
aumentado es una caracteristica importante en este subgrupo de pacientes con
IDVC™®. Hasta aqui se mantiene el interrogante sobre los cambios metabdlicos:
son simples manifestaciones del dafio causado por la ID a largo plazo o son

éstos los que comprometen la funcion inmunitaria.

g) Otras moléculas involucradas:

En los ultimos 2 afos se han identificado 4 defectos monogénicos asociados a
la IDVC: 1) ICOS, 2) TACI, 3) BAFF-R y 4) CD19. Estas moléculas cobran
importancia debido a que forman parte de una de las sefiales necesarias para
la recombinacion del cambio de clase en los linfocitos B. En dicho proceso la
primera sefial es dada por las citocinas y la segunda por algunos miembros de
la familia del receptor del TNF expresados en células B, que incluyen CDA40,

TACI y BAFF-R, miembros de una superfamilia de genes que transducen
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sefales clave para regular tanto la supervivencia como la apoptosis de las

células inmunitarias.

1) ICOS:

El ICOS (“Inducible costimulator”), un miembro de la familia CD28 / CTLA4, fue
descrito en 1996. Tiene un rol en la activacion y proliferacién de las células T,
asi como en la inmunidad humoral, critico para mediar el CD40, combinando la

clase de anticuerpo y jugando un rol protector en la inflamacion.

El gen que codifica ICOS humano tiene 5 exones y esta localizado en el
cromosoma 2q33-34, misma region que los genes para CD28 y CTLA-4. EI
24% de la secuencia de aminoacidos es idéntica a la del CD28, 17% a la del
CTLA-4 y 72% a la del ICOS de raton. EI ICOS se expresa en linfocitos T
activados, lineas Th2, algunos timocitos y ciertas células tumorales. En 1999 se
descubrié el ligando de ICOS (B7h, ICOSL), glicoproteina de membrana tipo |,
de 302 aminoacidos (humana). Se expresa en lineas de células B,
subpoblaciones de linfocitos B no estimulados, algunas células dendriticas,
monocitos activados y otros tejidos no linfoides. La estimulacién in vitro via
ICOS aumenta la proliferacién de los linfocitos T, la secrecion de citocinas,
incluyendo IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, GM-CSF [Factor estimulante de granulocitos
y macroéfagos], INF-y [Interferon] y TNF-a [Factor de necrosis tumoral]) y la
expresion de CD40L. Sin la coestimulacién de ICOS, se favorece la secrecion
de INF-y y disminuye la secrecién de citocinas promotoras de diferenciacion
Th2. In vivo, ICOS es necesario para el desarrollo de los centros germinales y
la produccion 6ptima de anticuerpos: 1gG1, 1gG2a e IgE. Ademas, el bloqueo
de ICOS aumenta ciertas reacciones mediadas por células Th1. Estos datos
sugieren que ICOS participa en la diferenciacion de células Th2, aunque otros
datos muestran su importancia en algunas respuestas TH1. El ICOS también
participa en el desarrollo de enfermedades alérgicas y autoinmunes y en el
rechazo de aloinjertos. Los estudios en animales (ratones deficientes en ICOS)
han mostrado una respuesta de anticuerpos defectuosa frente a antigenos T-
dependientes, el cambio de clase de inmunoglobulina reducido, y una mayor

susceptibilidad a desarrollar encefalomielitis autoinmune experimental. Estos
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datos sugieren que el ICOS juega un papel protector frente a enfermedades

inflamatorias autoinmunes.

Un grupo aleman ha descrito la ausencia de expresion de ICOS en 4 pacientes
con hipogammaglobulinemia  (grupo | de la clasificacion de Freiburg),
pertenecientes a dos familias no emparentadas que tenian el mismo defecto
genético, una delecion de los exones 2 y 3 del gen que codifica ICOS. La
expresion de CD69, CD154, CD25, IL-2, IL-4, INF-y, TNF-a, IL-10 e IL-13 tras
estimulacién fue normal. La alteraciéon en ICOS se describe con un patron de
herencia autosomico recesivo en el cual los pacientes no pueden generar o
producir células B de memoria en numeros normales, ni niveles de
inmunoglobulinas adecuadas, y conduce a un cuadro clinico parecido a la
IDVC'®"8. Las mutaciones en ICOS son responsables del defecto en un
subgrupo de pacientes con IDCV, con problemas en la co-estimulacién. Este,
defecto puede llevar al descubrimiento de futuros genes involucrados en la

IDVC en esa familia de genes, potenciando blancos terapéuticos’.

En resumen, el ICOS es una molécula que interviene en la respuesta de
linfocitos activados, en la diferenciacion, y en la fase efectora de las respuestas
de linfocitos T asi como en la cooperacion de células T-B. La participaciéon de
ICOS en el control de las respuestas inmunitarias normales y patolégicas

deberia seguir analizandose en trabajos futuros’”.

2) TACI

Los receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR-like) son miembros de una
superfamilia de genes, que transducen sefales importantes para la regulacion,
tanto de la supervivencia, como de la apotosis de las células del sistema
inmunitario®®. EIl BCMA (B-cell maduration protein A, TNFRSF17) y el TACI
(transmembrane activator and CAML interactor, TNFRSF13B) comparten la
capacidad de unirse a dos ligandos: el BAFF (TNF ligands B-cell activating
factor, TNFSF13B) y el APRIL (a proliferation-inducing ligand, TNFSF13A). Un
tercer receptor BAFFR (BAFF receptor, TNFRSF13C) se une selectivamente al

BAFF. La estructura de estos receptores se diferencia de la de otros miembros
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de la superfamilia de TNFR en: 1) Los tres receptores son proteinas
transmembrana tipo Ill, carecen de un péptido a diferencia de las del tipo | que
son las mas frecuentes, 2) Los tipicos TNFR presentan de 3 a 6 dominios ricos
en cisteina (CRDs), mientras que le TACI posee dos CRDs (parece ser que

solamente uno es necesario), BCMA un CRD y BAFFR uno parcial”®.

El gen TNFSF13B (TACI)® esta situado en el cromosoma 17p11.2 y tiene cinco
exones. ElI TACI se expresa en células B “naive”, en células B CD5+, en
linfocitos B de memoria CD27+, y en células B activadas. Transduce las
senales via el TRAF2,5,6, NF-kB, CAML, NFAT y AP-1. Los ratones TACI -/-
presentan: una expansion e hiperreactividad de las células B, autoinmunidad,
linfoproliferacion y una respuesta alterada T-independiente tipo Il. En 2005 se
describieron 6 diferentes mutaciones, homocigotas y heterocigotos, en el
TNFSF13B de pacientes con IDVC, y con DIgA, esporadicos y con componente
familiar. La herencia presente es autosdmica recesiva y dominante. Se han
descrito dos “hotspots” (C104R y A181E); el C104R corresponde a una cisteina
muy conservada (CRD) y el A181E a la region transmembrana del TACI. El
fenotipo de los pacientes es variable en los casos descritos, y difieren del
fenotipo descrito en los ratones TACI -/-. Los humanos no presentan
manifestaciones autoinmunitarias graves, ni linfoproliferacién, ni expansién de

los linfocitos B en sangre periférica’ %42,

El TACI se expresa en células B periféricas con la mayor intensidad observada
en el subtipo de células B CD27+, al igual que en células B naive (virgen) y
células B CD5+"°. Grimbacher y Geha identificaron mutaciones en el gen que
codifica la molécula TACI (TNFRSF13B) en un 10-15% de casos con IDVC, asi

como en una pequefia fraccién de casos con DIgA%®#2.

Las mutaciones en TACI se asocian a defectos en la generacién y/o
mantenimiento de las células B de memoria con cambio de isotipo y células
plasmaticas, causando hipogammaglobulinemia. Este defecto se manifiesta
mas plenamente en la respuesta independiente de células T, que conduce a

infecciones bacterianas en algunos individuos afectados, mientras que la
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inmunidad dependiente de células T al parecer esta intacta. En estos
individuos, el numero de células B es normal o discretamente reducido, con
una reduccion variable en el numero de células B de memoria CD27+ en
muchos pacientes, y los niveles de todos los isotipos de inmunoglobulinas
séricas alterados. La produccion de anticuerpos en repuesta a la vacuna de
neumococo esta discretamente disminuida; por lo tanto, estos pacientes, al
igual que los IDVC (sin etiologia) presentan infecciones recurrentes por

bacterias encapsuladas como Pneumococo y Haemophilus’®#°.

3) BAFF y BAFFR

El gen TNFSF13B (BAFF)"®% esta localizado en el cromosoma 1334, tiene 6
exones y codifica 285 y 152 aminoacidos para la proteina unida a membrana y
soluble, respectivamente. Se expresa en células presentadoras de antigeno, en
linfocitos T, neutrdfilos y células estromales de médula 6sea. Su expresion es
estimulada por citocinas como: IFN-a, IFN-y, IL-10 y CD40L. La forma activa es
un heterotrimero. Los ratones BAFF-/- presentan un defecto grave en el
desarrollo de las células B, por lo que la respuesta de anticuerpos T-
dependiente y T-independiente estan gravemente alteradas. ElI gen
TNFRSF13C (BAFFR) esta localizado en el cromosoma 22913.1-13.31 se
expresa en los linfocitos B y en una subpoblacién de linfocitos T activados. Las
células plasmaticas presentan una baja expresion en membrana. Los ratones
BAFFR -/- presentan un fenotipo grave parecido al de los ratones BAFF-/-, con
alteraciones en la presencia de algunas subpoblaciones de células B, con un
bloqueo a nivel de T2 y con una respuesta de anticuerpos T—dependiente
deficiente. En 2004 se comunicé el primer caso, con una delecidon en
homocigosis en TNFRSF13C, que afectaba a la region transmembrana del
BAFFR en una familia con IDVC, y presentd herencia autosdmica recesiva. La
proteina APRIL (TNFSF13A)® presenta una homologia del 50% con el BAFF.
A diferencia del BAFF, que solamente se expresa de forma soluble, la
expresion de APRIL se ha descrito en células presentadoras de antigeno,
células T y en lineas celulares tumorales. Los ratones knock-out APRIL-/-

presentan una respuesta de IgA alterada.
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Ademas de su papel como factores de supervivencia de células B, estos
BAFF/BAFFR interaccionan en la regulacion de la expresion de CD21 y CD23,
en la diferenciacion de células B en zonas marginales y en la coestimulacion de
células T in vitro e in vivo. EI BAFFR se expresa en las células B CD19+, y un
subtipo de células T activadas de sangre periférica (en humanos). Las células
B de memoria CD27+ también lo expresan. Este receptor activa la cinasa
inductora de NF-«kB, que conduce a la degradacién de p100 y la generacion de
p5279,83.

4) CD19

La proteina CD19 con CD21, CD81 y CD255 forma parte de un complejo en la
membrana de las células B maduras. Junto con el receptor de antigeno de las
células B, este complejo transmite una sefial a la célula B que disminuye el
umbral de activacion por el antigeno. La molécula de superficie CD19 aparece
de forma temprana durante el proceso de diferenciacion de la célula B en la
médula 6sea, y permanece en la célula hasta su diferenciacion a célula

plasmatica®.

Este afio se ha descrito una mutacion en el gen CD19, como causa de
hipogammaglobulinemia, en la cual la respuesta de las células B maduras a la
estimulacién antigénica es defectuosa. Esta deficiencia de CD19 no altera la
diferenciacién de precursores de células B en la médula ésea e incluso las
células B CD19- pueden someterse a diferenciacion, aunque menos eficiente
que las células CD19+, como se ha observado en los ratones knockout para
CD19. No obstante, los 4 pacientes descritos en esta publicacion tienen

células B maduras normales®.

Los niveles de CD19 fueron indetectables en un paciente y disminuidos en
otros 3; los niveles de CD21 estuvieron disminuidos mientras que los niveles de
CD81 y CD255 fueron normales; los numeros de células B de memoria CD27+
y células B CD5+ estaban disminuidos. En estos pacientes la transcripcion de
IgG e IgA con hipermutacion antigeno dirigida existia en grados variables,

indicando que las células B deficientes en CD19 son, en principio, capaces de
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someterse a diferenciacion dependiente de antigeno, aunque con eficacia

reducida’®8+85.

1.3.6 Clasificacion de los pacientes con IDVC en base a los linfocitos B

Ha habido muchos intentos de clasificar los pacientes con IDVC, pero ninguna de
estas clasificaciones es completamente satisfactoria, con respecto a explicar la
heterogeneidad de la enfermedad. Una estrategia empleada por algunos
investigadores para disminuir la diversidad, ha sido la clasificacion en subgrupos,
en funcion de sus caracteristicas inmunolégicas, y asi una vez obtenida una
cierta homogeneidad en las muestras, poder intentar elucidar la/ s posible/ s
etiologia/ s del sindrome. Algunas clasificaciones de la IDVC estan basadas en
la produccion de anticuerpos en sistemas de cultivo o hallazgos clinicos y de

laboratorios, pero éstos no son utiles para uso rutinario.

La clasificacién propuesta por los grupos cientificos de Freiburg (Alemania)®

87

y

Paris (Francia),”" se basa en la cuantificacion de las subpoblaciones de los
linfocitos B de memoria en sangre periférica, identificadas mediante citometria de
flujo, utilizando como marcadores, anticuerpos anti-IgD y anti-CD27. La molécula
CD27 pertenece a la familia de los genes del receptor de TNF, se expresa en
un subgrupo de linfocitos B en sangre y ganglios linfaticos, y en la superficie de

los linfocitos T circulantes®®.

En el curso del desarrollo del LB virgen o naive (LB IgD+IgM+), que sale de
médula 6sea y sigue su proceso de maduracion y diferenciacion a célula
plasmatica o LB de memoria, en los tejidos linfoides secundarios, la mayoria de

los linfocitos pierden la expresion de IgD e IgM de su superficie, figura 3.
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Fase de Fase de activacion: proliferacion
reconocimiento y diferenciacion del linfocito B
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Figura 3. La activacion de la célula B se inicia por el reconocimiento especifico del antigeno, que junto a
otros estimulos, y la accidon de los linfocitos T cooperadores, promueve la proliferacion y diferenciacion del
clon especifico de linfocitos B. Parte de la progenie de este clon sintetiza IgM, otras células sufren un
cambio de isotipo para producir otras clases de Igs (p.ej., IgG) y otras, después de un proceso de
maduracion de la afinidad, persisten como células de memoria, las principales efectoras de la respuesta
humoral secundaria. Modificado de Abbas, 2002, p190, Fig 9-1.

En la sangre periférica humana, los linfocitos B que expresan CD27 (LB
CD27+) se subdividen en al menos dos grupos: LB que mantienen la expresion
de IgD e IgM (LB CD27+IgD+IgM+) y LB que no la mantienen (LB CD27+IgM-
IgD-)**°. Los linfocitos B CD27+IgD-IgM- son los LB de memoria funcionales;
es decir, son las células B que efectuaron el cambio de isotipo, y son capaces
de producir inmunoglobulinas de todo tipo (IgG, IgA, e IgE), mientras que los
LB CD27+IgD+IgM+ corresponden a los LB de memoria no funcionales, los que

no han efectuado el cambio de isotipo, y sintetizan unicamente la IgM.

Segun la proporcion de subpoblaciones de LB de memoria (BM) en sangre
periférica, definidas en base a la expresion de los marcadores IgD y CD27, es
posible clasificar a los pacientes con IDVC en 3 grandes grupos:®’ (clasificacion
BM): 1.- Grupo BMO, pacientes sin LB de memoria (LB CD27-); 2.- Grupo

BM1, pacientes con LB de memoria no funcionales (LB de memoria sin cambio
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de isotipo, LB CD27+IgD+); 3.- Grupo BM2, pacientes con LB de memoria de
ambos tipos (LB de memoria con cambio de isotipo, LB CD27+IgD- y LB de
memoria sin cambio de isotipo LB CD27+IgD+) en una proporcion igual a la

poblacién general sana.

Se observo una proporcion superior de manifestaciones linfoproliferativas y
granulomatosas en los pacientes afectos de IDVC que pertenecian al grupo
BMO (sin linfocitos B de memoria), y de esplenomegalia en los pacientes del

grupo BMO y BM1 (presencia de linfocitos B de memoria sin cambio de isotipo)
87

Bryant et al., clasifico a los pacientes de acuerdo a su capacidad para producir
IgM, IgA e IgG in vitro con estimulacion con Staphylococcus aureus Cowan |
(SAC) + IL-2 o anti-IgM + IL-2: El grupo A no producian ninguno de los isotipos
de inmunoglobulinas in vitro, mientras el grupo B solo producia IgM, y en el
grupo C los pacientes eran indistinguibles de los controles sanos produciendo
cantidades normales de todos los isotipos in vitro, a pesar de bajos niveles
séricos de inmunoglobulinas in vivo. Esta clasificacion aun no esta
estandarizada, debido a que es una técnica laboriosa y costosa por ser una

técnica in vitro®"%.

La clasificacion de Freiburg esta basada en la identificacion de subpoblaciones
de linfocitos B por citometria de flujo, definiendo dos grupos: el grupo |
comprende pacientes con cambio a células B de memoria (CD27+ IgM- IgD-)
inferior a 0.4% del total de linfocitos de sangre periférica, y el grupo Il incluye
los pacientes con numero normal de células B de memoria con cambio
(>0.4%). El grupo | puede ser subdividido de acuerdo al numero de células B
CD19+ CD21-: la, >20% y Ib, <20%. Esta clasificacion se asocia a hallazgos
clinicos como esplenomegalia y citopenias autoinmunes, principalmente en el
grupo la. En el grupo Ib y Il encontraron otros fenémenos autoinmunes como

anemia perniciosa o vitiligo®.

1.3.7 Genética
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El defecto molecular de la IDVC es desconocido en la mayoria de los casos. Se
han estudiado la IDVC y el DIgA, considerandose que estas alteraciones
pueden ser una condicion alélica, con una expresion variable de un defecto
comun, habiendo evidencia que apoya dicha teoria®. Aunque la mayoria de los
casos de IDVC son esporadicos, las formas familiares pueden ocurrir en
aproximadamente 20 - 25% de los casos, y se caracterizan por presentar:
patrones de herencia autosbmica dominante y recesiva, evidencia de que otros
miembros de la misma familia estan afectados y una incidencia elevada de
DIgA y autoinmunidad indicando que habria una cierta predisposicion
genética®>?*%. Algunos individuos pueden tener una disminucién parcial de IgG
(comunmente IgG2 e 1gG4), con o sin disminucion de IgA, mientras el mismo
paciente puede cambiar de DIgA a IDVC®. Hay varias publicaciones que
indican que pacientes con DIgA, en algunas ocasiones, se acompanan de
deficiencia de 1gG2 e IgG4, y posteriormente progresan a

panhipogammaglobulinemia36.

Los genes que juegan un rol importante en el control de la respuesta
inmunitaria estan localizados en el locus del MHC en el cromosoma 6%.
Numerosos estudios casos-control de esta enfermedad han mostrado
asociaciones con el HLA, sugiriendo la existencia de un locus o loci
predisponente en esta region (designado IGAD1). Vorechovsky, en su estudio,
sugiere que la localizacidbn mas probable de la mutacion para la susceptibilidad de
DIgA/ IDVC esta en la parte telomérica de la regién clase |l o parte centromérica
de la region clase 1II¥”. Se ha descrito susceptibilidad para la IDVC vy el DIgA
asociada a los haplotipos que portan los alelos, ya sea HLA-DR1-DR3 o DR7 y
HLA-DQB1, que codifican a un aminoacido neutral (no-Asp), residuo 57 de la
cadena DQp. La homozigocidad de HLA clase |l fue asociada con el riesgo de

A% pero esto alin no ha sido aceptado y ain hay

IDVC pero no con el Dlg
consenso para aceptar la mutaciéon/ gen IGAD1%. En los pacientes con
haplotipo HLA-DR3-B8-A1, el riesgo de DIgA e IDVC parece alcanzar un 40%
en sus hijos, y solo 5% en sus hermanos®. También, se reporta unién del
fenotipo de la enfermedad a la region telomérica del cromosoma 5p en dos

familias reportadas por Braig, etal®’.
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La patogénesis de la ID humoral en familias con DIgA e IDVC, puede ser
debida una causa ambiental o a un defecto genético en el linaje de las células
B*. Debido a la heterogeneidad, unida a una alteracién en la respuesta
inmunitaria celular y humoral, Mullighan et.al, sugieren que el polimorfismo en
multiples genes inmunoreguladores podria determinar el fenotipo clinico de la
IDVC. Por esta razén estudiaron la interaccion de genes que codifican
moléculas claves en la respuesta inmunitaria y polimorfismos, elegidos de
acuerdo a sus efectos conocidos, y su asociacion con el fenotipo clinico de la
IDVC, encontrando que la interaccion de los alelos en FNT (488A) e IL-10 (IL-

10 a-t-a) confiere susceptibilidad a enfermedad granulomatosa® .

En 2006 Schaffer y cols, publicaron el analisis de un linaje genético, sugiriendo
un locus para IDVC/DIgA en el cromosoma 16q, cerca del marcador DI6S518.
Ademas existe el antecedente para 2 locus genéticos en el cromosoma 16
predisponiendo a enfermedades inmuno-relacionadas y complejas. Los genes
NOD2/CARD15 en el 16gq estdn mutados en algunos pacientes con
enfermedad de Crohn, y en algunos tipos de enfermedades inflamatorias
intestinales (Ell), y el 16q parece ser un segundo locus para la Ell. Tanto la
IDVC como las Ell son enfermedades complejas, en las cuales se han
encontrado algunos genes susceptibles, pero la mayoria de los pacientes no
tienen mutaciones en genes conocidos. Estos hallazgos permiten la
identificaciéon del locus predisponente de IDVC en 16q, y esto lleva a la

identificacion de algun gen susceptible para IDVC'®.

1.3.8 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

El diagnostico diferencial de la IDVC se hace en base a la presencia de un
fenotipo clinico (pacientes con infecciones sinopulmonares y gastrointestinales
recurrentes, infecciones bacterianas graves por gérmenes capsulados,
enfermedades autoinmunes, etc.) y un fenotipo inmunoldgico (descenso

significativo de los niveles séricos de IgG e IgA asociados a niveles bajos o
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normales de IgM, y una respuesta nula de anticuerpos)®'. La
hipogammaglobulinemia presente en los pacientes con sospecha de IDVC
podria ser debida a otras etiologias, por lo cual, se habrian de descartar otros
origenes tanto secundarios (enteropatias con pérdidas de proteinas, sindrome
nefrético, enfermedad linfoproliferativa, infecciones virales, algunos farmacos,

101,102
)

etc , como otros defectos primarios de anticuerpos (sindrome de Hiper-

IgM, ALX o autosémica recesiva, etc)'®1%%1% | 3 existencia de casos atipicos,
104,105,106 5 )nto con el solapamiento frecuente de fenotipos entre la IDVC vy otras
IDP, dificulta en algunas ocasiones un diagnéstico diferencial correcto. Por lo
tanto, tras el diagndstico diferencial se obtiene un “cajon de sastre” de
pacientes con IDVC, cuya caracteristica principal es la heterogeneidad (edad
de presentacion de los primeros sintomas, manifestaciones clinicas,
alteraciones inmunolégicas, etc). La variabilidad fenotipica presente entre estos
pacientes podria ser consecuencia de la interaccion de los factores genéticos,
mas los ambientales. Recientemente, se han descrito algunos defectos
monogénicos que estan relacionados con la etiologia de la IDVC’4%2838 pero
se estima que la frecuencia de la presencia de estos defectos en la poblacién
de pacientes no representa mas de un 10 por ciento del total de individuos
diagnosticados de IDVC. La hipétesis de un origen multifactorial del sindrome
ha llevado a especular sobre el papel modulador de los polimorfismos de
distintos genes sobre el fenotipo clinico, y entre los candidatos estan algunas

de las proteinas de la respuesta innata'"’.

1.3.9 TRATAMIENTO

El tratamiento se basa en el reemplazo con gammaglobulina humana, a fin de
aportar los anticuerpos de que carecen, antibidtico terapia en las infecciones y
fisioterapia en los procesos pulmonares supurativos cronicos. El tratamiento
continuado con gammaglobulinas humanas por via intravenosa es el unico capaz
de prevenir la aparicion de las complicaciones infecciosas, respiratorias y
digestivas y de disminuir la incidencia de bronquiectasias, (ya que modula la
funcién de las células T y B y retarda el deterioro de la funcién pulmonar).

También es util en los procesos autoinmunes, aunque no se ha obtenido
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beneficio evidente en el resto de la patologia. Antes del reemplazo con IGIV, la
mayoria de los pacientes (84%) habia tenido al menos un episodio de

neumonia, y el 74% tuvo episodios recurrentes de neumonia?*.

El tratamiento sustitutivo con gammaglobulinas en pacientes con IDVC debera
mantenerse de por vida, y no caer en el error de dejar de administrarlo por
hallarse el enfermo en fase asintomatica. En la actualidad, el tratamiento con
gammaglobulinas humanas comerciales se puede administrar a una dosis de 0.2
a 0.6 gr/ kg/ cada 2-3 semanas, por via intravenosa (soluciones 3-12%),
intramuscular (poco eficaz) o subcutanea (soluciones 16%). Las dosis a
administrar variaran en cantidad y tiempo, segun la via de administracion, pero
éstas se ajustaran en cada paciente, hasta conseguir unas concentraciones de
IgG sérica superiores a 500 mg/dl y el control de la sintomatologia clinica. El
requerimiento puede variar en cada paciente, de acuerdo a la base de IgG y el

metabolismo®®.

Las infusiones con IGIV pueden estar asociadas a reacciones adversas de
gravedad variable. Estas reacciones son usualmente leves y caracterizadas por
dolor de espalda, cefalea, eritema, escalofrios y mialgias. Las reacciones
anafilacticas graves son raras y algunas veces ocasionadas por anticuerpos

anti-IgA®1%.

El riesgo de infeccion por VIH parece ser minimo, porque este virus se elimina
durante el proceso de manufactura, pero otros virus como el de la Hepatitis C
(VHC) han causado problemas importantes en algunos pacientes
(publicaciones anteriores)'. Se han descrito casos de enfermos de IDVC con
hepatitis B y hepatitis C ', cuyo origen de la infeccidn parece ser la infusién de

plasma o gammaglobulina endovenosa contaminados.

Otros tratamientos indicados pueden ser: antibiéticos, broncodilatadores y
corticoesteroides inhalados, incluyendo la fisioterapia para los problemas
pulmonares. En el caso de las alteraciones gastrointestinales pueden ser

necesarias dietas especiales o0 incluso nutricion paraenteral. En las
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enfermedades autoinmunes asociadas se incrementa la dosis de la IG, y se
pueden indicar esteroides sistémicos y esplenectomia, segun los hallazgos®®.
Cuando el dafo pulmonar es muy importante, esta indicado el trasplante

pulmonar.

Se han realizado estudios en los cuales se ha tratado con IL-2r-PEG (IL-2
recombinante con polietilenglicol) a pacientes con IDVC, por via subcutanea.
La justificacion de la aplicacidén de este tratamiento se baso en la existencia de
un importante porcentaje de pacientes con una produccion in vitro de IL-2
defectuosa, que quizas fuese la causa de los defectos celulares. Los pacientes
presentaron una mejoria in vitro de la funcion de células T y en algunos casos

hubo un aumento de la produccion de anticuerpos de novo''%'"",

Otra opcién de tratamiento ha sido el acido retinoico 13-cis, un agente que
puede inducir la diferenciacion de células B in vitro'"®. Los retinoides son
derivados de la vitamina A con efectos importantes en el desarrollo celular:
aumentan la respuesta proliferativa a mitdgenos y aumentan la produccion de
las inmunoglobulinas por parte de las células B. El analogo de la vitamina A,
retinol 9-cis, provoca un aumento de la sintesis de IgM pero no de IgG por
células B normales de IDVC en cultivo. Los niveles séricos de vitamina A se
encontraron disminuidos en pacientes con IDVC y un suplemento de vitamina A
produjo un aumento de los niveles séricos de IgA e IL-10 asi como una caida

significativa de TNF-a y de neopterin en suero.

Vacunacion: El uso de cualquier vacuna con virus vivos esta contraindicada en
estos pacientes, principalmente la de poliovirus. El uso de vacunas con
microorganismos muertos es probablemente inefectivo, teniendo en cuenta las
alteraciones halladas en la produccion de anticuerpos, células B de memoria y

respuesta de células T°.
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Cirugia: se wusa para tratar enfermedades pulmonares localizadas
(bronquiectasias) y es beneficiosa segun un estudio de pacientes con
hipogammaglobulinemia, seguido entre 3.5 a 5 afios. La esplenectomia se usa

para tratar la PTI o la enfermedad granulomatosa®®.

1.3.10 PRONOSTICO

Hacer un diagndstico precoz es determinante para obtener un mejor prondstico,
ya que hay considerable morbi-mortalidad (aproximadamente de un 27%) '°
debida al retraso en el diagndstico e inicio de tratamiento, el cual determina si
se desarrollara dafio pulmonar estructural. Cuando el retraso es mayor de 2
afos, el riesgo es significativamente mayor, de acuerdo a un estudio reportado
por Thickett et. al, que hallé6 una media de retraso en el diagndstico de 2,5 afios
en los nifios y de 5,5 afos en adultos'’. Asi pues, el éxito o fracaso del
tratamiento estara en funcién de: 18193

a) El diagnostico temprano de la enfermedad,

b) La instauracion temprana y permanente del tratamiento a dosis suficientes,

c) La presencia de lesiones cronicas antes de su instauracion.

Las principales causas de muerte son el linfoma y las infecciones pulmonares
cronicas (cor pulmonare). En un estudio de Cunningham-Rundles se calculé la
sobrevivencia a los 20 afnos después del diagndstico de IDVC que fue del 64%
en los varones (esperada de 92%) y de 67% en las mujeres (esperada de
94%). Estos datos indican una mortalidad mas precoz en los pacientes
masculinos que en las mujeres. Los factores asociados a la mortalidad
incluyen: niveles de IgG sérica, pobre respuesta a PHA y niumero de células B

reducidas'®171°,

La IDVC es una enfermedad de larga vida que no remite espontaneamente. Se
trata de una condicion que puede llevar a infecciones graves y enfermedad

pulmonar irreversible, aunque hay algunos casos en la literatura en que la
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IDVC se corrigidé en pacientes infectados por el VIH. La IGIV es beneficiosa
para las infecciones, pero desafortunadamente los beneficios no se extienden a
otras manifestaciones de la enfermedad, como algunas Al o al riesgo de

desarrollar neoplasias, principalmente linfomas?°.

Aunque el tratamiento con la IGIV ha disminuido la frecuencia de infecciones
pulmonares, las complicaciones respiratorias son todavia responsables de un
tercio de la mortalidad en la IDVC. Kainulainenn et.al demostré una progresion
silenciosa de bronquiectasias en 5/14 pacientes mediante TCAR, monitorizados
durante 3 afios, a pesar del mantenimiento de niveles de IgG pre-infusién de 5
g/l o mas; por lo tanto, ademas de la IGIV deben de ser consideradas otras
medidas como la antibidticoterapia, fisioterapia y funcidn pulmonar

controlada'"?,

1.4 AGAMMAGLOBULINEMIA LIGADA AL CROMOSOMA X (XLA,
ENFERMEDAD DE BRUTON)

Es una inmunodeficiencia primaria humoral, caracterizada por la ausencia de
linfocitos B maduros en sangre periférica, falta de produccion adecuada de
inmunoglobulinas, y antecedentes familiares ligados al cromosoma X. Fue
descrita por primera vez por Bruton en 1952 3. Los varones afectos presentan
una deficiencia de todos los isotipos de inmunoglobulinas y sufren de infecciones
bacterianas recurrentes'™?, principalmente meningitis y neumonia que se
presentan a edad temprana. Los criterios para el diagnostico incluyen la
incapacidad para producir anticuerpos, resultando en concentraciones
extremadamente bajas de todos los isotipos de inmunoglobulinas, una
importante disminucién en los linfocitos B circulantes (usualmente < 5/1000
linfocitos) y ausencia de células plasmaticas en los nédulos linfaticos y médula
6sea. El numero y funcion de linfocitos T (incluyendo la inmunidad celular) son
normales. Las mujeres heterocigotas son asintomaticas, debido a que se produce
una inactivacion, no al azar, del cromosoma X que lleva el gen mutado en las

células B,
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El defecto principal es debido a un bloqueo en el desarrollo de las células B. La
base molecular de la enfermedad es conocida desde 1993, cuando se
relacionaron las mutaciones en el gen que codifica la tirosina cinasa
citoplasmatica denominada Btk (Bruton tirosina cinasa), de 659 aminoacidos y un
peso molecular de 77 kDa, localizado en el cromosoma Xq22' como
causantes del bloqueo en la diferenciacion del linfocito B, a nivel de célula pre-

B, por una expresion defectuosa de la enzima Btk'®.

El analisis mutacional del gen de la BTK se suele hacer por analisis
conformacional del polimorfismo de simple cadena (SSCP) y posterior
secuenciacion directa del exdn afectado. Este método tiene una sensibilidad de
aproximadamente un 90%. La disponibilidad de anticuerpos especificos anti-
Btk ha permitido la aplicacion de nuevas técnicas diagnésticas (western blot,
citometria de flujo) que estudian la expresion de la proteina. Estas son rapidas
y tienen una buena sensibilidad (aproximadamente de 90%)'"®'"". Cerca del
10% de pacientes con agammaglobulinemia no tienen mutacién en la Btk y
cerca de la mitad de ellos son mujeres, siendo una enfermedad recesiva. En
estos pacientes existe un bloqueo en el desarrollo de los linfocitos B en el
estadio de precursor de células B, por o que hay pocos o ningun precursor de
células B® y pocas células B detectables en la periferia. En pacientes
previamente etiquetados de IDVC o deficiencia de subclases de IgG se
encontraron mutaciones en la Btk; también se encontraron alteraciones en la

expresion y la actividad de la Btk.""®.

El diagndstico diferencial se debe realizar en pacientes con sindrome de hiper
IgM ligado a X, y con formas leves de ALX con niveles de LB disminuidos y
donde las Igs estén parcialmente disminuidas. Otro diagnostico diferencial

puede ser el sindrome linfoproliferativo ligado a X 3.

El tratamiento para esta inmunodeficiencia es el reemplazo con IGIV o

subcutanea de por vida; ademas del uso de antibidticos, en caso de ser
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necesario'”®. En este caso la gammaglobulina IM no esta indicada, ya que no

se alcanzan niveles séricos adecuados.

1.5 SINDROME LINFOPROLIFERATIVO LIGADO AL CROMOSOMA X (XLP,
ENFERMEDAD DE DUNCAN).

Es una inmunodeficiencia primaria que se manifiesta como un fenbmeno de
inmunodisregulacién después de la exposicién al VEB (virus de Epstein Bar);
aunque un 10% de los pacientes tiene serologia negativa y no hay evidencia

genomica de la infeccion 19120,

Los pacientes pueden presentar dos fenotipos clinicos: el mas frecuente y de
peor pronostico se produce cuando hay infeccion por el VEB, mientras que un
porcentaje menor de los pacientes no estan infectados por el VEB y presentan
una sintomatologia mas leve. Las principales manifestaciones clinicas son:
mononucleosis infecciosa (58%), hipogammaglobulinemia (31%) y linfoma de
células B (30%, es la secuela mas comun). Hay otras manifestaciones menos
frecuentes como la anemia aplasica, la vasculitis y la granulomatosis

linfomatoide pulmonar'"®.

El gen subyacente en el XLP es SH2D1A (gen 1A que contiene el dominio
SH2), expresado en células T y NK (Natural Killer) y que codifica una pequefia
proteina adaptadora con un unico dominio SH2. EI SH2D1A se une al SLAM
(CD150), 2B4 (CD244) y otros receptores linfoides'".

El gen responsable de la enfermedad fue descrito en 1998 y esta localizado en
el cromosoma Xq25, formado por 4 exones. La molécula que codifica es una
proteina llamada SAP (proteina asociada a la molécula sefializadora de
activacion linfocitica), que consta de 128 aminoacidos y tiene un sélo dominio

SH2 con una pequefa cola terminal de 25 aminoacidos '%.
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La SAP es una proteina de 15 kDa que es expresada en las células T (no se ha
encontrado ni en células B ni en monocitos). Actua participando en la
regulacion de las interacciones entre las moléculas de la superficie celular T y
B. El déficit de SAP en pacientes con XLP empeora la sefial de transduccion de
SLAM (molécula senalizadora de activacion linfocitica) y 2B4, conduciendo a
una disminucion en la produccion de INF-y por la células T colaboradoras y
disminucion de la citotoxicidad de las células NK. Ademas de una sefal de
transduccion anormal, se pueden producir alteraciones en las funciones CD4 y
CD8, contribuyendo a la incapacidad del sistema inmunitario para controlar las
infecciones por el VEB, y probablemente otros virus'®. No son conocidos los

mecanismos celulares que llevan a la expansion de las células B '*°.

Las teorias propuestas acerca de la funcién de la SAP son: La SAP puede
actuar como una molécula en la transduccién de senales de activacion en
células T (resultando por ejemplo en produccion de INF-y o incremento en la
actividad citolitica), tras el contacto de células T-B (en parte mediado por
interaccion homoéloga SLAM-SLAM), y en células NK. Como 2B4 se une a
CD48 a la superficie de células B infectadas por VEB y la SAP también, puede
actuar como una molécula inhibitoria, por competicion con SHP2 fosfatasa
unido al SLAM en células T. Se ha encontrado que la molécula 2B4 esta
asociada a SAP en células NK, y posiblemente en células T activadas
induciendo activacion (citotoxicidad), mientras que en ausencia del SAP, media

sefiales inhibitorias®.

El diagnéstico se realiza por la deteccion de la mutacion en el gen que codifica
la proteina SAP. En un 35% de los casos no se han encontrado mutaciones por
lo cual no debe descartarse la enfermedad, ya que hay estudios que indican
que puede estar involucrado un segundo locus genético, como el XIAP
(Proteina Inhibidor de Apoptosis ligado a X). Esta proteina es un potente
inhibidor de la actividad de la caspasa (Latour, et.al. Conferencia de
Enfermedad linfoproliferativa ligada a X, Budapest-2006), correspondiendo al

XLP2 en un 20% de estos pacientes'®. En algunos pacientes, a pesar de la
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ausencia de la mutacion en los exones de este gen, la proteina SAP no se ha
encontrado y en estos casos el analisis de la expresidon de la proteina SAP es
una alternativa para realizar el diagnéstico molecular®. Este ya se ha aplicado
en otras IDP como XLA y WAS. El estudio de la expresion de la proteina puede
ser vital en casos con sospecha de XLP, donde el diagnéstico es dificil y su
rapidez tiene importantes implicaciones terapéuticas. En esta ID, el tratamiento
de eleccion es el trasplante de progenitores hematopoyéticos, idealmente antes

de la instalacién de la infeccion por el VEB 19124,

1.6 DEFICIT DE LCK

La pobre casuistica de pacientes con déficit de Ick define dos fenotipos clinicos
diferenciados: aquellos que presentan una patologia grave de
inmunodeficiencia severa combinada y cuyo unico tratamiento eficaz es el
trasplante de progenitores hematopoyéticos, y los que presentan un fenotipo
menos grave con linfopenia selectiva de linfocitos T CD4+ e

hipogammaglobulinemia '2°'2°.

La Lck es una tirosina cinasa de 56 kD perteneciente a la familia Src, se
expresa en todas las etapas de maduracién de los timocitos, y esta asociada con
el dominio citoplasmatico del CD4 y CD8'?’. La Ick parece ser mas vital para el
desarrollo de células T (la sefal TCR normal requiere ambas Ick y ZAP70 y
ambas han sido implicadas en jugar un rol vital en la seleccion timica). La afinidad
del complejo TCR-CD3 para el antigeno-CMH I/ll es baja, estabilizandose esta
union por medio de los co-receptores CD4 y CD8. A esto hay que sumar que las
sefales enviadas por el TCR-CD3, al unirse al antigeno, son aumentadas unas
100 veces por la interaccion CD4/CD8 (Ick) al CMH Il/l. La Ick fosforila los
residuos de tirosina de los ITAM (Motivo de activacion del inmunoreceptor via
tirosina) de las cadenas ( del CD3, iniciando asi la cadena de activacion de las
células T . La alteracion del gen Ick en modelos animales (ratones) produce un

bloqueo de la maduracién y activacion de los linfocitos T'%"28,
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Se estudid un paciente con manifestaciones clinicas leves (engrosamiento de
los nodulos linfaticos del hilio en forma bilateral) y linfopenia a expensas de
CD4+, catalogado de IDVC. Se hallé una proliferacion linfocitica disminuida, en
relacion a controles y posteriormente se hallé una expresion del 40% de la
proteina Ick, por Western blot. De acuerdo a estos hallazgos se diagnostico de
deficiencia de Ick, con lo cual vemos que algunos pacientes con diagnostico
inicial de IDVC pueden cambiar su diagnostico conforme las bases
moleculares de otras inmunodeficiencias'?*. El tratamiento de esta patologia se

establecera en base a las manifestaciones clinicas presentes.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1 Antecedentes:

» Actualmente, se desconocen cual o cuales son los mecanismos
etiopatogénicos responsables de la Inmunodeficiencia Variable Comun.

» No existe ningun test diagnostico especifico de IDVC, el diagnédstico se
basa en la presencia de un fenotipo clinico e inmunoldgico.

» Este fenotipo es a menudo frecuente en otras IDP, dificultando en estos
casos un diagnéstico diferencial correcto.

» Incremento de fenotipos atipicos en IDP.

» El diagndstico de IDVC es consecuencia de la exclusion de otros sindromes
en los cuales las bases moleculares ya han sido descritas.

» El tratamiento, el prondstico y el consejo genético familiar puede variar entre
estas IDP que tienen un fenotipo similar.

» La IDVC es la IDP mas frecuente en la que los pacientes tienen

manifestaciones clinicas.

2.2 Hipotesis de trabajo:

- Una de las fuentes de heterogeneidad presente en los pacientes con
IDVC es debida a que hay enfermos catalogados incorrectamente de
IDVC cuando en realidad éstos tienen otra patologia (IDP con
hipogammaglobulinemia) en la que se conoce su etiologia.

- Existe una asociacion entre los defectos en la presencia de
subpoblaciones de los linfocitos B de memoria y el fenotipo clinico de los
pacientes con IDVC.

- Una de las posibles etiologias de la hipogammaglobulinemia, podria ser
un defecto en la colaboracién T-B. Un modelo de anergia/tolerancia
reversible de los linfocitos B producida por la falta de un coestimulo
apropiado podria explicar la produccion defectuosa de anticuerpos, asi
como la aparicion de la enfermedad en la edad adulta y el paso de déficit
selectivo de IgA a IDVC descrito en algunos pacientes. El defecto de
coestimulacion podria consistir en una disfuncion de la via del eje
coestimulador ICOS-ICOSL.
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2.3 Objetivos:

>

Disefar una métodologia de diagndstico diferencial que permita excluir a los
pacientes diagnosticados de IDVC, pero que en realidad tienen otra IDP de
origen molecular definido, (evitando el error diagndstico) con una técnica
rapida, relativamente facil, reproducible y accesible para un laboratorio de
inmunologia.

Analizar los linfocitos B (LB) de controles sanos, utilizando los marcadores
de IgD y CD27, para establecer los valores de normalidad para las
siguientes subpoblaciones: LB de memoria totales (LB CD27+),
subpoblacién de LB de memoria sin cambio de isotipo (LB CD27+IgD+) y
LB de memoria con cambio de isotipo (LB CD27+IgD-).

Clasificar los pacientes en tres grupos: grupo MBO: LB de memoria (LB
CD27+) 2 DE (desviacion estandar) por debajo de la media de controles
sanos, grupo MB1: LB de memoria con cambio de isotipo (LB CD27+IgD-) 2
DE por debajo de la media de controles sanos, y grupo MB2: LB de
memoria con cambio de isotipo (LB CD27+IgD-) y sin cambio de isotipo (LB
CD27+IgD+) en proporcion parecida a los controles sanos.

Correlacionar los aspectos clinicos e inmunoldgicos de los tres grupos de
enfermos.

Estudiar la expresién de ICOS en la membrana de linfocitos T activados de

pacientes diagnosticados de IDVC.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Estudio de la expresion de proteinas btk, Ick y SAP en pacientes con
IDVC.

3.1.1 Poblacion de estudio

El grupo estuvo conformado por pacientes diagnosticados de IDVC, segun los
criterios establecidos por el grupo de inmunodeficiencias de la IUIS de la WHO
(Organizacién Mundial de la Salud) y en seguimiento clinico en la consulta de
inmunodeficiencias primarias del Servicio de Neumologia del area general del
Hospital Universitari Vall d'Hebron (29 pacientes), en la consulta de
Inmunodeficiencias del area infantil del Hospital Universitari Vall d'Hebron (16
pacientes) y de la consulta de Medicina Interna del Hospital Universitari de

Bellvitge (12 pacientes).

Se incluyeron solo los pacientes con seguimiento clinico y que acuden a la

administracion de gammaglobulina a la policlinica de inmunodeficiencias

pediatrica y de adultos en forma regular.

Se excluyeron pacientes con hipogammaglobulinemia secundaria o pacientes

en tratamiento con quimioterapia por linfoma y/o algun otro tipo de cancer, al

momento del estudio.

En el estudio fueron un total de 57 pacientes con diagnéstico de IDVC (16
pediatricos y 41 adultos, de los cuales se excluyeron 2), 37 del sexo masculino
y 18 del sexo femenino. Con edades comprendidas entre 4 y 76 afios con una
media de 36.6 afios. En las tablas 3.1, 3.2y 3.3, se resumen los datos clinicos
y de laboratorio de todos los pacientes recogidos del expediente clinico al

momento del diagnostico.
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Tabla 3.1. Datos clinicos

Edad Sexo H. F Otras Sintomas Bronquiectasias Sintomas Giardiasis Edad de Edad de Intervalo
(afios) enfermedades Respiratorios Digestivos Inicio de diagnostico
sintomas

17 F NO NO SI NO SI NO 7a 13a 6a
P1
P2 13 M NO Asma Sl NO NO NO 10a 11a 1a
P3 11 M NO NO Sl SI Sl NO 1a 2a 1a

15 M NO NO SI SI NO NO 5a 15a 10 a
P4
P5 16 M SI NO Sl SI Sl NO 4m 6a 55a
P6 11 M NO NO Si NO NO NO 1.6a 3a 1.5a
P7 16 M NO NO Si NO Sl NO 7m 6a 5a
P8 15 F NO NO Sl SI Sl NO 2m 3a 24a
P9 18 M NO NO Sl NO NO NO 8a 16 a 6a
P10 2 M SI NO NO NO Sl NO 6.5m 1a 4m
P11 4 M SI NO Si NO Sl NO 6 m 7m im
P12 9 M SI NO Sl NO NO SI 7m 9m 2m
P13 16 M NO NO Sl SI NO NO 4a 5a 1a
P14 18 M NO NO Sl NO Sl Si 6a 9a 3a
P15 11 M SI Alergia Sl NO NO NO 4a 7a 3a
P16 13 F SI Alergia Sl SI Sl NO 9a 11a 2a
Al 59 M NO NO Sl SI NO NO 52 a 54 a 2a
A2 76 M NO Timoma-DM Sl SI NO NO 70 a 71a 1a
A3 61 F NO Asma- EN Sl NO Sl NO 54 a 54 a Oa
A4 56 M NO PTI- AS NO NO NO NO 51a 54 a 3a
A5 29 M NO Sd Noonan Sl SI Sl NO 5a 6 a 1a
A6 46 F NO GA, AP,HNL Sl SI Sl NO 26 a 26 a Oa
A7 31 F NO HE Sl NO NO NO 20 a 22 a 2a
A8 60 M NO FP, AG Sl SI NO NO 56 a 58 a 2a
A9 58 M NO BC, E Sl NO NO NO 55 a 56 a 1a
A10 26 M NO NO NO NO Sl SI 8a 22 a 14 a
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All 63 F NO AHA E, V, TBP Sl NO NO NO 58 a 58 a Oa
Al12 59 F NO EP, M, Asma Sl SI Sl SI 22 a 42 a 20 a
A13 41 M NO TA, Atrofia V Sl SI Si SI 10 a 35a 25a
Al4 31 M NO Sd. Robinstein Si SI NO NO 22 a 26 a 4a
Al15 51 F NO NO Si SI Sl NO 10 a 49 a 39a
Al6 31 M NO NO NO SI NO NO 12 a 22 a 10 a
Al7 41 F NO Enanismo const Sl SI NO NO ¢ a 39a a
Al8 55 M NO Enf. Al y esple Sl Sl Sl NO 23 a 54 a 31a
A19 73 F NO Bocio Si SI NO NO 67 a 70a 3a
A20 35 F NO NO Si SI Sl NO 2a 26 a 24 a
A21 23 M NO Esplenomeg NO SI Sl Sl 18 a 19 a 1a
A22 60 F NO NO Sl SI NO NO 20 a 56 a 36 a
A23 62 M NO Esplenomeg Sl Sl Sl NO 9a 44 a 35a
A24 42 F NO NO Si SI Si NO 18 a 38a 20 a
A25 60 M NO NO Sl SI Sl NO 24 a 56 a 32a
A26 52 F NO NO Sl SI Sl SI 20 a 33a 13 a
A27 49 F NO NO Sl SI SI NO 39a 46 a 7a
A28 69 M NO Esplenomeg Sl Sl Sl NO 52 a 58 a 6a
A29 31 M higA Esplenomeg Sl SI Sl Sl 5a 23 a 18 a
A30 38 M NO Esplenomeg Sl SI Sl Si 4a 35a 31a
A31 40 F NO PTI, esplenec Sl Si Sl Sl 13 a 32a 19a
A32 31 M NO Malabso y psoria Sl Sl Sl NO 22 a

A33 26 M hXLA Esplenomeg Sl SI NO NO 4a 6a 2a
A34 22 F NO Esplenomeg Sl SI Sl Sl 6a 14 a 8a
A35 44 M NO Linfoma Hod, IgA Sl SI NO NO 7a 43 a 36 a
A36 40 M NO Gastritis cron atro Sl SI Sl Sl ¢ a 16 a

A37 54 M Sl Ca parétida Sl SI NO NO 10a 50 a 40 a
A38 32 M NO NO NO SI Sl SI 25a 25a <1a
A39 27 M é Ca prostata Sl é NO NO 6a 9a 3a
A40 70 F NO CA de piel, esple Sl SI Sl NO 57 a 58 a 1a
A4l 27 M Si PTI, Esplenecto Sl Si Sl NO 6a 14 a 8a

51



Tabla 3.2. Datos inmunoloégicos humorales

IgG IgA IgM IgG1 1gG2 19G3 IgG4 Leucos N:L Plaguetas
404 7 63 240 114 12 5 9630 59.9/27.2 563,000
P1

P2 409 50 97 320 59 25 44 4600 32.2/48.6 233,000
P3 206 12 32 240 100 10 14 15600 32.9/57.6 479,000
P4 580 3 377 474 5 5 5 12600 65.3/27.6 148,000
P5 447 140 20 247 5) 88 5 10800 66/28 565,000
P6 438 7 97 220 60 21 12 11000 30/61.2 184,000
P7 382 9 26 290 60 34 19 7500 38.6/53.9 330,000
P8 389 21 106 280 42 14 25 7500 52.2/40.7 277,000
P9 434 34.8 22 352 5) 5) 5 7030 63.9/25.4 248,000
P10 152 37 14 - - - - 10700 32.2/56 476,000
P11 170 10 8 216 79 31 5 11200 39/48.6 476,000
P12 251 27 27 275 84 78 2.8 17500 74/16 490,000
P13 306 5) 59.2 271 70 0 31 6700 51.4/25.3 375,000
P14 125 6 17 176 170 7 5 12700 42/50 305,000
P15 425 7 40 309 45 21 6 7300 40.1/47.2 254,000
P16 519 57.9 101 412 182 35 11 11900 53.2/30.8
Al 110 <25 39.2 101 65.4 35.9 <45 10,800 64.2/25.5 291,000
A2 71 <25.9 <18.6 232 10.8 25.2 - 6,150 50.7/34.2 237,000
A3 231 <31 37.5 - - - - 8,500 61.5/30.5 372,000
A4 360 25.9 411 754 cltx 369 41.5 231 10900 63.4/22.2 425,000
A5 150 0 30 - - - - 5,000 46.6/39.1 182,000
A6 285 25 13 - - - - 8,370 68.5/23.9 408,000
A7 277 30.6 25 - - - - 2,000 68.8/28.1 42,000
A8 397 83.6 76.9 297 119 5.05 8.25 5,050 65/30 206,000
A9 320 117 66.7 1020 c/tx 558 47.6 105 7,990 57/30.6 195,000
A10 396 99.3 62.8 213 180 15.8 7.38 5,620 57.8/33.7 225,000
All 391 25.8 22.9 239 86.1 12 20.1 9820 68.5/24.3 171,000
Al12 276 36 13 - - - - 10,000 48.1/42 247,000
Al13 151 7 <9 128 42 5 5 4400 50.9/36.7 145,000
Al4 404 <7 <14 483 c /tx 192 13 7 5000 57.7/30.7 179,000
Al5 385 2 54 252 37 8 <5 6400 66/20 264,000
Al6 285 <7 21 232 cltx 166 27 <5 9400 63/24 202,000
Al7 126 1 10 59 17 5 5 4300 44.3/39.6 263,000
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Al18 232 <10 12 191 79 17 5 4300 63/29 101,000
A19 49 7 7 198 cf tx 51 6 - 9800 61.6/29.1 380,000
A20 663 <7 29 440 280 20 <5 5900 62/33 218,000
A21 305 <7 30 185 67 23 5 7700 71/18 166,000
A22 217 <7 9 209 10 24 <5 3900 60/26 81,000
A23 73 <1 27 360 90 22 11 4800 62/32.3 228,000
A24 237 <7 66 139 98 <5 <5 11200 73/16 326,000
A25 338 <7 16 180 114 5 <5 7400 72/20 156,000
A26 44 1 15 328 c/tx 340 <5 <5 3000 55/33 262,000
A27 293 <7 8 133 48 12 <5 8670 66/23 256,000
A28 544 9 27 480 c/tx 8 80 <5 8100 72.2/22.1 227,000
A29 354 <7 11 172 110 18 <1 6900 71/20 * 270,000
A30 330 <10 46 281 5 52 5 3300 62/21 134,000
A3l 60.3 <7 10 120 c/tx 56 90 5 14030 56/28 571,000
A32 584 <7 14 -- - - - 4,000 72.3/12.5 128,000
A33 209 18 36 274 cltx 272 5 5 9900 63/20 207,000
A34 173 <6 20 653 c/tx 204 16 23 4400 53/24 188,000
A35 1178 6 39 1071 10 47 5 9300 75.9/14.4 248,000
A36 208 26 21 445 cltx 266 30 5 4820 63.3/31.4 209,000
A37 80 <10 <10 = = = = 13200 69/22 259,000
A38 352 14 12 320 80 21 5 4200 62/29 263,000
A39 83 6 6.2 - - - - - -

A40 387 7 13 380 c/tx 160 19 5 4600 65.1/29.9 330,000
A4l 310 2 17 90 157 96 7.1 4600 52.5/29.7 126,000
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Tabla 3.3. Datos inmunoldgicos celulares

Linfos CD3% | CD4 % CD4 CDS8 % CD8 indice 4/8 | CD19 % CD19 NK % NK abs. | PHA % OKT3 %
Totales abs. abs. abs.
2619 74 53 1388 21 550 25 19 498 6 157 157 16
P1
P2 2236 62 41 917 21 470 2.05 13 291 19 425 46 21
P3 8986 68 48 4313 21 1887 2.2 31 2786 4 359 43 62
P4 3478 63 20 696 38 1322 0.53 6 209 30 1043 48 55
P5 3024 77 50 1512 29 877 1.7 19 575 8 242 82 116
P6 6732 66 41 2760 26 1750 1.5 25 1683 8 539 94 2.1
P7 4043 70 41 1658 33 1334 1.2 10 404 17 687 41 6.7
P8 3053 55 53 1618 14 428 3.7 13 397 16 488 15 25
P9 1786 68 47 839 20 357 2.35 18 321 14 250 20 14
P10 5992 68 45 2696 20 598 2.2 19 1138 12 719 - -
P11 5443 66 48 2613 16 871 3 22 1197 10 544 81 28
P12 2800 75 53 1484 23 644 2.3 18 504 5 140 124 15
P13 1695 66 37 627 34 576 1.09 22 373 18 305 15 7.9
P14 6350 84 49 3112 27 1715 1.8 12 762 5 318 67 31
P15 3446 77 46 1585 33 1137 1.39 10 345 12 414 39 16
P16 3665 67 38.4 1407 21 773 1.8 16.2 593 15.7 575 26 -
Al 2754 76 31 854 44 1212 0.52 9 248 - - - -
A2 2103 - - - - - - - -
A3 2592 77 28 726 48 1244 0.58 7 181
A4 2420 75 43 1040 41 992 1.04 8 194
A5 1955 91 56 1095 85 684 1.6 15-0 293 -0
A6 2000 60 26 520 30 600 0.87 18-5 360
A7 562 93 78 438 12 67 6.5 3 17
A8 1515 64 9 136 61 924 0.14 26 394
A9 2445 66 43 1051 23 562 1.87 20 489
A10 1894 81 41 776 30 568 1.37 11 208
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All 2386 9N 59 1408 31 740 1.9 5 119

Al2 4200 65 39 1638 30 1260 13 24-0 1008 - 0

Al3 1615 90 49 791 37 598 13 4 65 2 32 120 76
Al4 1535 83 62 952 16 246 3.8 10 153.5 6 92 643

Al5 1280 - = = . = s = = = = = =
Al6 2256 73 43 974 32 725 1.3 11 249 13 294 59 27
Al7 1703 86 36 613 47 800 0.77 11 187 2 34 - 84
Al8 1247 78 41 511 37 461 11 4 50 23 287 66 4.4
Al19 2852 75 16 456 65 1854 0.2 13 371 12 342 - 53
A20 1947 68 46 896 26 506 1.7 15 293 14 273 123 39
A21 1386 73 40 554 48 665 0.81 8 111 13 180 - 30
A22 1014 72 33 335 43 436 0.77 19 193 7 71 - 7
A23 1550 86 21 325 60 930 0.35 12 186 4 62 142 17
A24 1792 71 35 627 41 735 0.85 12 215 16 287 57 65
A25 1480 88 50 740 34 503 15 6 89 7 104 = =
A26 990 90 42 416 46 455 0.9 1 9.9 4 40 3.6 1.6
A27 1994 76 52 1036 22 439 2.36 13 259 10 199 129 47
A28 1790 52 21 376 31 556 0.7 10 179 28 358 12 3.6
A29 1380 85 32 442 51 704 0.6 6 83 4 55 69

A30 693 81 48 333 30 208 1.6 9 62 9 62 = =
A3l 3928 66 28 1100 39 1532 0.7 18 707 5 196 31 -
A32 500 92 28 140 59 295 0.47 4 20 3 15 72 55
A33 1800 81 43 774 38 684 11 14 252 4 72 59

A34 1056 71 40 422 29 306 1.37 7 74 21 222 120 -
A35 1339 45 15 201 26 348 0.58 37 495 18 241 29 9
A36 1513 84 43 651 39 590 11 6 91 9 136 84 11
A37 2904 73 18 523 53 1539 0.34 13 377 15 436 - -
A38 1218 71 29 353 48 585 0.6 8 97 14 171 62 29
A39 73 39 39 1 2 31.8

A40 1375 72 35 481 40 550 0.8 8 110 4 55 21 2.8
A4l 1366 58 43 587 40 546 1.07 10-1 137
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3.1.2 Recopilacién de datos clinicos e inmunoldgicos de los pacientes
con IDVC.

Los datos clinicos de estos pacientes se obtuvieron mediante una revision
detallada del expediente clinico en cada uno de los centros clinicos, se
obtuvieron los siguientes datos: las manifestaciones clinicas mas relevantes,
edad de inicio de los sintomas, edad al diagnéstico y datos de laboratorio
tablas 3.1, 3.2y 3.3.

También se reviso los estudios analiticos y pruebas complementarias que se
realizan a todos los pacientes con IDVC como: hemograma completo,
cuantificacion de inmunoglobulinas séricas, determinacion de subpoblaciones
linfocitarias, asi como la respuesta proliferativa linfocitaria, correspondiendo
estos datos a la fecha del diagndstico, realizados con los métodos habituales

de laboratorio ( se especifican mas adelante).

3.1.3 Estudio de la expresién de proteinas en células mononucleadas
(Western blot)

3.1.3.1 Procesamiento de muestras.

a).- Tipo de muestra

1.- 2 a 5 ml de sangre venosa periférica (en adultos 10 ml), con EDTA 0.05%

como anticoagulante, fueron extraidos de los pacientes e individuos sanos.

b).- Separacion de células mononucleadas por gradiente de densidad (ficoll).

1.- Se centrifugaron las muestras, a 1250 rpm durante 10 minutos a

temperatura ambiente.
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2- Se descartd6 el plasma, y el sedimento fue mezclado con PBS.
Posteriormente se paso a otro tubo en el que previamente se habia colocado
3 ml de Lymphoprep ™ (Axis-SHIELD PoCAs, Oslo Norway), el procedimiento
se realizd con cuidado para no mezclar la sangre con el ficoll y quedara una

relacion aproximada de 1/3 de ficoll y 2/3 de sangre diluida con PBS.

3.- Se centrifugd a 1750 rpm durante 25 minutos a temperatura de 20° C.

4.- Se extrajo la capa blanca de células mononucleadas (MN) que habia entre

el PBS y el ficoll y se colocé en otro tubo.

5.- Posteriormente se le realizaron dos lavados con PBS a 1250 rpm durante

10 minutos a 16° C.

3.1.3.2 Recuento y viabilidad celular

El procedimiento para evaluar la viabilidad celular y conocer el numero de

células mononucleadas obtenidas fue el siguiente:

1.- El pellet del ultimo lavado realizado, se resuspendié en 900 ul de PBS. Se
mezclé 10 pl de la suspension con las células con 10 ul de azul tripan y

posteriormente se colocaron 10 ul de la mezcla en una camara de Neubauer.

2.- Se contaron las células vivas (trasparentes) al microscopio 6ptico a 40X.
Las muestras que tenian mas de un 5 % de células muertas fueron

desestimadas.
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3.1.3.3 Lisis celular

1.- Una vez contadas las células se procedio a la lisis, se realiz6 un lavado con
PBS a 1250 rpm durante 10 minutos a 16° C y se extrajo todo el sobrenadante

tratando de dejar lo mas seco posible el pellet.

2.- Se procedio a la preparacion del tampodn de lisis el cual se prepara en el

instante y en hielo, con los reactivos mencionados en la tabla 4.

3.- El pellet se resuspendié en 200 a 300 pul del tampdn de lisis de acuerdo al
numero de células obtenido, y se dejé durante 10 minutos en hielo, agitando

suavemente cada 2-3 minutos.

4.- Se centrifug6 a 4° C durante 10 minutos a 13.000 rpm.

5.- El sobrenadante se alicuotd (60-70 ul / alicuota) y posteriormente se

congelé a —20° C.

1 ml Concentracion
Reactivos stock final
H0 ultrapura 810 ul
10% NP-40 100 pl 1%
1M Tris ( pH8) 20 pl 20 mM
5M CINa 26 pl 130 mM
Leupeptina 1l 20 mM
1M DTT 1l 1 mM
Aprotinina 10 wl 1%
100mM Na3 VO4 1 yl 100 mM
100 mM PMSF 10 pl 1 mM
500 mM NaF 20 ul 10 mM

Tabla 4. Reactivos utilizados en la solucion de lisis.
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3.2 Estudio de la expresibn de proteinas de lisados de células

mononucleadas.

3.2.1 Concentracién de proteinas de los lisados celulares

La concentracion de proteinas de los lisados de células dependia del numero
absoluto de células mononucleadas de cada paciente, asi como, del volumen
de sangre extraido. Aunque siempre intentamos obtener un volumen fijo de
sangre (aproximadamente 5 ml en pacientes pedatricos y de 10 ml en adultos),
en los primeros esto no fue siempre posible, ya que hay que tener en cuenta
que son pacientes pediatricos y en ocasiones el acceso venoso es dificil. Aun
asi, se obtuvo un rendimiento aceptable en casi todos los casos, excepto en los

pacientes A14 y A17, donde no se obtuvo buena cantidad de proteina.

3.2.2 Determinacién de la concentracion de proteinas en lisados

celulares.

Para la realizacion de este procedimiento se eligid el kit BCA Protein Assay
Reagent (Pierce, USA), su formula esta basada en el acido bicincénico (BCA)
para la deteccion colorimétrica y cuantificacion de la proteina total. Este método
combina la reduccién de Cu*? a Cu*' por una proteina en un medio alcalino (la
reaccion de biuret) con la alta sensibilidad y selectividad de la deteccién
colorimétrica del catién cuprico (Cu*') usando un reactivo que contenga acido
bicincénico. El color purpura de la reaccion de este examen es formado por la
quelacion de dos moléculas de BCA con un ién cuprico. Este complejo soluble
en agua presenta una fuerte absorbancia a 562 nm que es linear con el

incremento de la concentracion de proteina.

No pudimos utilizar el Comassie Plus Protein Assay Reagent (Pierce, USA),
porque NP40 al 1% presente en la solucion de lisis interferira en los resultados,

cosa que no ocurrio con el BCA Protein Assay Reagent (Pierce, USA).
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1.-Primero se preparé la curva de calibracion utilizando como estandar la
albumina sérica bovina (BSA) a una concentracion de 2 mg/ ml (Pierce, USA).

Se hizo de la siguiente manera:

BSA (2mg/ml) H>O (ml) Concentracion final BSA
(ml) ( mg/ml)

0 0.5 0.0

0.05 0.45 0.2

0.1 0.4 0.4

0.2 0.3 0.8

0.25 0.25 1.0

0.3 0.2 1.2

2.- Las muestras problema se diluyeron 1/10 en H2O.

3.- Se utilizé un tubo con H>O como blanco.

4.- La preparacion final de las muestras con los reactivos de trabajo incluida la

curva, fue como sigue:

Problema Curva Blanco

0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml de H20
Reactivo
de trabajo 2 ml 2 ml 2 mi

5.- Se mezclé bien las muestras (vortex, MS2 Minishaker IKAR).
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6.- Incubaciéon de las muestras en bano durante 30 minutos a 37° C.

7.- Se dejo enfriar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

8.- Se leyeron las muestras en un espectofotometro (Kontron, Instruments.

Uvikon 930) a una absorbancia de 562 nm.

9.- Se calculd la curva de calibracién introduciendo los valores de nuestros

estandares.

10.- El calculo de la concentracion de proteinas:

Concentracion de proteinas = Absorbancia x factor de concentracion de la
curva (mg/ ml). Después multiplicado por 10 (dilucién que se realizd en las

muestras).

3.2.3 Electroforesis

Material:
- Cubeta X Cell I'™ Mini-Cell ( Novex, Germany)
- Geles NUPAGER 4-12% Bis- Tris de 10 y 12 pocillos (Novex)
- Agua Ultrapura (Milli-Q)
- NuPAGER SDS Running Buffer 1X ( MES y MOPS) ( Invitrogen, UK)
- NuPAGER LDS Sample Buffer 4X (Invitrogen, UK)
- NuPAGER Reducing Agent 10X (Invitrogen, UK)
- NuPAGER Antioxidant (Invitrogen, UK)

1.- Preparacion de la muestra:
- 30 ug de proteina
- 7.5 ul de NUPAGE Sample Buffer 4X
- 3 pl de NuPage reducing agent 10X
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- Se completd con 30 ul de agua ultrapura.

2.- Se mezclo bien y se calentd la muestra en un Tembloc (Selecta) a 70° C

durante 10 minutos, y se dejo enfriar cinco minutos a temperatura ambiente.

3.- Se extrajo el casete con el gel NUPAGE 4- 12 % de 10 o0 12 pocillos de su
envoltura de plastico, se lavd con agua destilada, se quito el peine y se lavaron

los pocillos con tampon de electroforesis (1X).

4.- Se coloco el casete en la cubeta para formar la camara interior, se agrego
el tampdn de electroforesis (1X) y se observd que no perdiera solucién, tras
comprobar esto, se llend la camara hasta 1 cm. aproximadamente del borde

superior.

5.- Se cargaron los pocillos con las muestras, se coloco 10 ul de marcador de
peso molecular (See Blue® Plus2 Pre- Stained Standard, Invitrogen, figura 4) y

30 ul de cada muestra.

6.- Se llend la camara exterior con tampon de electroforesis 1X hasta 1cm

debajo del borde superior, se dispensd 500 pul de NUPAGER Antioxidante.

7.- Se conectaron los cables de los electrodos a la fuente. Las condiciones de
la electroforesis fueron a voltaje constante (200 V) e intensidad variable (110-
115 mA al inicio y al final 50-60 mA) durante 55-60 minutos.

3.2.4. Eleccidn de un sistema de geles comerciales.

La eleccion de un sistema geles de poliacrilamida comercial fue realizada
teniendo en cuenta la finalidad del trabajo: test de aplicacién clinica. El sistema
de geles utilizados: NUPAGER Bis-Tris Gel 4 — 12% (Invitrogen), presentaba

tedricamente una serie de ventajas técnicas en comparacion con el método
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Laemmli tradicional. Hecho que fue observado al comparar con un sistema no
comercial (datos no mostrados) anteriormente estandarizado'®. Hubo otras
ventajas: disminucion de la manipulacion sustancias toxicas y de la carga de
trabajo del personal técnico. Aunque el coste del reactivo era mayor se

ahorraba en horas de trabajo. (Figura 4)

Figura 4. Gel tefiido con Gel Code® Blue Stain Reagent. Para mostrar las
condiciones de la electroforesis.

3.2.5 Evaluacién de la electroforesis

Para comprobar que las condiciones de la electroforesis eran las adecuadas y
las proteinas habian corrido se tifieron las proteinas con un colorante, (figura

5), se utilizo un marcador de peso molecular de la casa comercial.

e | 188kDa (1) i | 191kDa (1)
P | 98kDa (2)
L J | 97kDa (2)
« | 62kDa (3)

49kDa (4) 64kDa (3)

| 38kDa (5)
s1kDa (4)

28kDa (6)
17kDa (7) S| 39kDa (5)
W | 14kDa (8)
“ooum | 28kDa (6)
| okDa (9) 19kDa (7)

s | 14kDa (8)

SRR 3kDa (10
e (10)

Figura 5. Imagen de la forma de separacion de las proteinas de acuerdo al tampoén de
electroforesis utilizado (MES o MOPS, respectivamente), proporcionado por la casa comercial.

63



3.2.6 Transferencia: sistema semi-seco

El immunoblot es usado para identificar proteinas reconocidas por anticuerpos
poli o monoclonales para lo cual, las proteinas son transferidas
eletroforeticamente desde el gel de poliacrilamida a una membrana de
nitrocelulosa, PVDF o Nylon. Las proteinas transferidas son unidas a la
superficie de la membrana. El resto de la superficie es bloqueado por inmersién
de la membrana en una solucién que contiene un agente bloqueante (solucién
proteica). Después de incubar con el anticuerpo primario, la membrana es
lavada y los complejos antigeno-anticuerpo son identificados por un anticuerpo
secundario conjugado con el enzima peroxidasa de rabano o fosfatasa alcalina.
Los substratos cromogénicos o luminiscentes son entonces usados para

visualizar la actividad.

Material:
- Papel filtro Whatmann 3 mm
- Membrana de nitrocelulosa 8x8 cm (BIO-RAD, 0.2 [Im)
- Gel NUPAGE con las proteinas.
- NuPAGER Transfer Buffer 1X
- Cubeta de transferencia semiseca
- Agua ultrapura
- Metanol y NuPAGE Antioxidante (para preparar la soluciéon de

transferencia, ver soluciones).

1.- Se hidraté la membrana de nitrocelulosa en agua destilada durante 5
minutos. Posteriormente se dejé 5 minutos mas en tampon de transferencia. Se
humedecio el papel Whatman de 3 MM con tampdn de transferencia durante

10 minutos.
2.- Se abri6 el casete con una espatula y cuidadosamente se cortd la parte

superior y el borde inferior del gel, después se despegdé completamente el gel

del casete, humedeciéndolo un poco en el tampodn de transferencia.
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3.- Se colocaron encima del Blot 5 papeles de filtro, sobre estos la membrana

de nitrocelulosa, sobre ésta el gel y en ultimo lugar otros 5 papeles de filtro.

4.- Se eliminaron las posibles burbujas de aire localizadas entre el gel y la

membrana.

5.- Se conecto a la fuente de energia (Power-Pac 200, BIO-RAD).

6.- Se transfirio a 30V constante durante 45 minutos, con intensidad variable
(inicio 0.54 mA y al final 0.35 mA).

3.2.7 Inmunodeteccién

1.- Bloqueo de la membrana

a).- Después de la transferencia, se lavo la membrana con solucién de PBS-T

0.05% durante 10 minutos.

b).- Se Incub6 con solucidn de bloqueo (leche desnatada al 5% en PBS-T

0.05%) durante una hora en agitacion suave y a temperatura ambiente.

c).- Se realiz6 un lavado de la membrana durante 5 minutos con PBS-T 0.05%

en agitacion suave.

2.- Incubacion con anticuerpos

a).- Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes:

Anticuerpos primarios Anticuerpos secundarios

- 1IgG de ratdon anti-Btk - Anti- IgG de raton conjugado
monoclonal (Transduction con peroxidasa de rabano (H+L)
Laboratorios). (Pierce)

65



- 1gG de ratén anti-Btk
monoclonal (PharMingen)

- IgG de conejo anti-Btk
policlonal H360B (Londres)

- 1IgG de conejo anti- SAP
policlonal (donado por la
Dra. Nichols)

- 1IgG de conejo anti- SAP

policlonal (Santa Cruz)

- 1gG de ratén anti- LcK
monoclonal (Transduction

Laboratorios).

- IgG de raton anti- - actina

monoclonal ( Sigma)

- Anti- IgG de raton conjugado
con peroxidasa de rabano (H+L)

(Pierce)

- Anti- IgG de conejo conjugado
con peroxidasa de rabano (H+L)
(Pierce)

- Anti- IgG de conejo conjugado
con peroxidasa de rabano (H+L)

(Pierce)

- Anti- IgG de conejo conjugado
con peroxidasa de rabano (H+L)

(Pierce)

- Anti- IgG de raton conjugado
con peroxidasa de rabano (H+L)

(Pierce)

- Anti- IgG de raton conjugado
con peroxidasa de rabano (H+L)

(Pierce)

b).- Todos los anticuerpos se incubaron a temperatura ambiente, y en las

condiciones especificadas en la tabla 5.

c).- Después de los lavados se incubé con el anticuerpo secundario

(especificado arriba) durante una hora, en agitacion a temperatura ambiente.

d).- Se preparé la solucién

de substratos (Luminol y Enhancer) 1:1,

(SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate, Pierce), y se incubd la

membrana durante 5 minutos a temperatura ambiente y en agitacion.
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e).- La exposiciéon de la membrana al film fue entre 1-5 minutos de acuerdo a la

imagen obtenida al revelarla. Los films que se utilizaron fueron CL-Xposure TM

films (Pierce).

f).- El revelado se realizd en el servicio radiodiagnéstico del Hospital Vall
d’'Hebron (Curix402, Agfa-Gevaert).

Anticuerpo 1 | Concentracién Tiempo |Lavados | Anticuerpo 2 | Concentracion Lavados | Bloqueo
incuba.
Btk 1:250 1 hora 6 x5’ Anti- ratén | 1:5000 6 x5’ Leche al
ACMN 10 ml PBS-T 10 ml PBS-T 0.5%
BD-TL 40 ul Ac 2 ul Ac + PBS-T
con leche con leche 0.05%
Lck 1:1000 2horas |1x15 Anti- ratén | 1:20,000 6 x5’ Leche al
AcCMN 10 ml PBS-T 3x5’ 20 ml de PBS-T 0.5%
BD-PH 10 ul Ac 1ul Ac + PBS-T
0.05%
SAP 1:1000 1 hora 6 x5’ Anti- conejo | 1: 20,000 6 x5’ Leche al
Ac Policlonal |10 ml PBS-T * 30 ml PBS-T * 0.5%
(Dra. Nichols) | 10 ul Ac 1l Ac + PBS-T
con leche 0.05%
B- actina 1:5000 1 hora 6x5’ Anti-raton 1:40,000 6 x5’ Leche al
Ac MN 10 ml de PBS-T 40 ml de PBS-T 0.5%
BD-TL 2 ul Ac 1 ulde Ac + PBS-T
con leche 0.05%

*PBST- 0.1 %

Tabla 5. Anticuerpos que se probaron y concentraciones finales.

3.2.8 Evaluacioén de los anticuerpos primarios

Si queriamos que el test fuese exportable y reproducible en otros laboratorios

era importante evaluar distintos anticuerpos primarios, siendo prioritario que la

fuente fuese asequible

(Resultados):

(origen comercial) y la monoclonalidad de éstos

1.- Valoracién de anticuerpos primarios anti-Btk.

a).- Anticuerpo policlonal de Londres (no comercial).

b).- Anticuerpo policlonal (PharMingen), en nuestro trabajo no funcioné. No se

muestra imagen.
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c).- Anticuerpo monoclonal anti-Btk (Transduction Laboratorios), utilizado en
nuestro trabajo. Se hicieron varias titulaciones previas a seleccionar nuestra

dilucion.

2.- Valoracién de anticuerpo monoclonal primario anti-Lck. (Transduction

Laboratorios).

3.- Valoracion de anticuerpo policlonal primario anti —SAP.

a).- Anticuerpo policlonal (Santa Cruz), no funciono en nuestro trabajo.

b).- Anticuerpo policlonal donado por la Dra. K. Nichols. Mostramos la titulacién

de acuerdo a lo recomendado por ella.

Otra ventaja de usar anticuerpos monoclonales, por ejemplo Btk y Lck, se
puede incubar al mismo tiempo con la B-actina corroborar que la cantidad de

proteina es adecuada. Imagen Btk y Lck (con actina).

3.2.9 Controles

a).- Controles: 6 Individuos sanos, donantes voluntarios, fueron utilizados como
controles normales de la expresidon de proteinas (controles positivos). 4
pacientes diagnosticados de ALX fueron utilizados como control negativo para
la expresion de Btk y 1 paciente diagnosticado de XLP fue utilizado como
control negativo de la expresion de SAP. En estos enfermos controles el

diagndstico esta confirmado por el estudio mutacional (tabla 6).
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Mutacion Gen

C1 (ALX)|346 del AAins T|BTK

C2 (ALX)|G613D BTK
C3 (ALX)[L402P BTK
C5 (ALX) | 1846insTA BTK

C4 (LPX)|Try 100>stop | SH2D1A

Tabla 6. Defectos mutacionales de los pacientes controles.

Se utilizaron otros controles como:
Btk: (+) Lisado celular EB1 (Transduction Laboratories).
(-) Pacientes con diagndstico de XLA.

Lck: (+) Lisado celular Jurkat (Transduction Laboratories).
(-) Lisado celular EB1 (Transduction Laboratories).

Sap: (+) Lisado celular Jurkat (Transduction Laboratories).
(-) Lisado celular de fibroblastos y linea K562.

3.2.10 Stripping

a).- Para reutilizar las membranas en que se habia realizado la técnica de
immunoblot, se eliminaron los anticuerpos unidos a las proteinas mediante la
incubacion de la membrana con 20 ml de Restore ™ Western Blot Stripping
Buffer (Pierce) durante 40 minutos, en agitacion y a temperatura ambiente.
Tras esta operacion las membranas se pudieron incubar con otros anticuerpos
primarios. En nuestro caso se utilizé para demostrar la cantidad adecuada de la

muestra, estudiando la expresion de una proteina ubicua como es la: B-actina.
b).- Se lavé la membrana en 3 ocasiones con PBS-T 0.05%.

c).- Nuevamente se incubo con solucion de bloqueo al 5% durante una hora en

agitacion suave y a temperatura ambiente.
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d).- Posteriormente se procedié a la incubacion con el anticuerpo anti-B-actina,

como se especifica en la tabla 5.

3.2.11 Soluciones y Tampones
a).- PBS

- Dulbecco’s Phosphate buffered saline ( Biological Industries, Israel)
- 1 litro de agua ultrapura
b).- PBS-T 0.05% y 0.1%

- Dulbecco’s phosphate buffered saline ( Biological Indusries, Israel)
- 0.5y 1 ml respectivamente de Tween 20 ( Sigma)

c).- Tampon de electroforesis 1X (1000 ml.)

- 50 ml de NuPAGER SDS Running Buffer ( MOPS o MES) (20X)
- 950 ml de agua ultrapura.

d).- Tampédn de transferencia 1X (1000 ml)

849 ml de agua ultrapura

50 ml de NuPAGER Transfer Buffer (20X)
1 ml de NUPAGER Antioxidant

100 ml de metanol

e). - Sample buffer 4X (10 ml) pH 8.5

4 g dlicerol
- 0.682 g Tris base
- 0.666 g Tris HCL
- 0.800gLDS
- 0.006 g EDTA
- 0.75 ml de solucién 1% de Serva blue G250
- 0.25 ml de solucién 1% Fenol rojo
- Agua ultrapura
f).- MOPS SDS Running Buffer (20X) 500 ml. pH 7.7

- 104.6 g MOPS 3- (N- morpholino) propane sulfonic acid ( 1M)
- 60.6 g Tris Base (1 M)
- 10 g SDS (69.3 mM)
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3 g EDTA ( 20.5 mM)

Agua ultrapura

g).- MES SDS Running Buffer (20X) 500 ml. pH 7.3

97.6 g MES 2- ( N- morpholino) ethane sulfonic acid ( 1M)
60.6 g Tris Base ( 1M)

10 g SDS ( 69.3 mM)

3 g EDTA (20.5 mM)

Agua ultrapura

h).- NuPAGER Transfer Buffer (20X) 125 ml. pH7.2

10.2 g Bicine ( 500 mM)
13.08 g Bis-Tris (500 mM)
0.75 g EDTA (20.5 mM)

1 mM Clorobutanol

Agua ultrapura.

i).- Solucion de bloqueo

2.5 gr de leche en polvo desnatada (sveltesse)
50 ml de PBS-T 0.05%

j). - See Blue® Plus2 pre- stained standard

Tris-HCI
Formamide
SDS

Rojo fenol

k). - Restore ™ Western Blot Stripping Buffer (Pierce)

). - Gel Code® Blue Stain Reagent (Pierce).
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3.3 GRUPOS DE PACIENTES PARA EL ESTUDIO DE LINFOCITOS B DE
MEMORIA.

3.3.1 Grupo de estudio

Este grupo estuvo formado por pacientes diagnosticados de IDVC, en
seguimiento clinico en la consulta de Inmunodeficiencias Primarias del Servicio
de Neumologia del area general del Hospital Universitari Vall d’Hebron (30
pacientes), en la consulta de Inmunodeficiencias del area infantil del Hospital
Universitari Vall d’'Hebron (4 pacientes) y en la consulta de Medicina Interna del

Hospital de Bellvitge (7 pacientes).

Se_incluyeron so6lo los pacientes con seguimiento clinico y tratamiento

sustitutivo con gammaglobulina endovenosa (GGEV) regular.

Se_excluyeron los pacientes con IDVC con una enfermedad tumoral o

enfermedad autoinmune, que requeria tratamiento inmunosupresor

(quimioterapia, corticoesteroides, ciclosporina) en el momento del estudio.

En el estudio se incluyeron 41 pacientes, 20 mujeres y 21 varones, con edades
comprendidas entre 14 y 64 anos, con una media de 37 afos. En las tablas 7.1
y 7.2 (pag. 77-78) se resumen los datos clinicos y analiticos de los 41
pacientes en el momento del diagndstico. Todos los pacientes presentaron
valores de I1gG < 450 mg/dl o valores de IgG < 600 mg/dl, IgA y/o IgM
disminuidos y ausencia de la produccion de anticuerpos especificos en

respuesta a la vacunacion.
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Tabla 7.1 Datos clinicos iniciales y al diagnostico de los pacientes con IDVC incluidos en el estudio.

Edad Edad de
N° o!e actual / inicio de Edad al Manifestaciones clinicas
paciente Sexo sintomas Sintomas iniciales diagnéstico al diagndstico
(afios) (afos) (afios)

1 44/V 17 Neumonias 34 IRR, DR
2 40/V 34 Neumonias, DR, DIgA 37 IRR, DR
3 18/V 2 Neumonias 6 IRR
4 44/M 12 Neumonias 40 IRR, Leucopenia
5 42/M 13 PTI 30 IRR, DR
6 53/M 37 Neumonias 50 IRR, Artralgias
7 15/M 10 AHAI, DR 12 IRR, DR
8 28V 4 Bronquitis, DR 6 IRR, DR
9 34/ 6 Neumonias 24 IRR, DR
10 24/M 6 Neumonias 15 IRR, DR
11 24/M 13 Bronquitis 16 IRR
12 16/M 6 Bronquitis 16 IRR
13 25V 4 Neumonias 11 IRR, Artralgias
14 21NV 5 Bronquitis 9 IRR, DR, Astenia
15 61/M 9 Neumonias 59 IRR, DR
16 54/M 7 Neumonias 41 IRR
17 51/M 38 Bronquitis, DR 46 IRR, DR
18 38/M 14 Neumonias, DR, DIgA 27 IRR, DR
19 19/V 4 Neumonias 9 IRR
20 21/M 9 Amigdalitis, DR 13 DR
21 25V 17 Amigdalitis, Otitis, DR 19 IRR, DR
22 20V 8 Neumonias 16 IRR
23 45/M 34 Neumonias 39 IRR, DR
24 56/V 4 Neumonias 25 IRR
25 33/M 22 Neumonias 33 IRR
26 63/M 40 Bronquitis 59 IRR
27 61/V 30 Neumonias 54 IRR, DR
28 44/V 16 Bronquitis, DIgA 34 IRR, DR
29 58/V 30 PTI 54 PTI
30 33/V 12 Amigdalitis, Otitis 23 IRR, DR
31 44/M 25 Amigdalitis 41 IRR
32 38/M 13 Bronquitis 37 IRR
33 64/V 33 Bronquitis 43 IRR
34 25/M 9 HAI, DIgA 10 HAI, Vitiligo
34 14/V 5 Bronquitis 7 IRR, DR
35 18/V 5 Amigdalitis, Otitis 6 IRR
37 53/V 46 Vasculitis autoinmune? 51 Alop. areata
38 30/M 11 Neumonias 21 IRR, DR
39 50/M 48 Faringitis 49 IRR, DR
40 34/V 4 Sinusitis 33 IRR
41 28/V 4 Neumonias 6 IRR

Abreviaturas: IRR Infecciones Respiratorias Recurrentes, DR Diarreas recidivantes, DIgA Déficit de IgA, PTI Puarpura
Trombocitopénica Idiopatica, AHAI Anemia Hemolitica Autoinmune, HAI Hepatitis Autoinmune.
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Tabla 7.2. Datos inmunolégicos al diagnostico de los pacientes con IDVC incluidos en el estudio.

: Edad IgG IgA IgM IgG1 IgG2 1gG3 Respuesta
Paciente) p p S %l l al .
diagnéstico| diagndstico | diagndstico [diagndstico| diagnostico | diagnéstico | diagnéstico| vacunacion
(afios) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
1 34 562 <7 116 530 116 90 negativa
2 37 549 <6,7 56 513 33 162 negativa
3 6 447 140 35 247 5 88 negativa
4 40 133 <5 8 88 23 <5 ND
5 30 313 <7 42 200 60 8 ND
6 50 385 <7 54 252 37 8 negativa
7 12 505 35 62 288 52 95 negativa
8 6 209 18 36 88 23 <5 ND
9 24 43 7 6 ND ND ND negativa
10 15 173 <7 20 ND ND ND ND
11 16 400 <7 <10 172 228 <5 ND
12 16 95 <7 <10 ND ND ND ND
13 11 147 17 <10 103 5 49 negativa
14 9 125 <7 17 177 170 7 ND
15 59 466 80 94 419 59 21 negativa
16 41 98 84 39 ND ND ND ND
17 46 268 <7 7 170 46 11 negativa
18 27 440 <7 25 ND ND ND ND
19 9 131 13 40 80 39 14 ND
20 13 404 <7 63 244 44 39 ND
21 19 305 <7 24 185 67 23 negativa
22 16 376 17 22 352 5 <5 ND
23 39 389 <7 90 151 96 <5 negativa
24 25 80 <7 <10 ND ND ND ND
25 33 114 <7 28 130 5 9 negativa
26 59 217 <7 9 209 23 <5 negativa
27 54 243 <7 20 146 73 27 ND
28 34 160 <7 82 168 11 <5 ND
29 54 300 25 25 ND ND ND ND
30 23 285 <7 21 ND ND ND ND
31 41 445 271 191 381 10 22 negativa
32 37 123 <7 12 75 40 <5 negativa
33 43 123 <7 19 200 248 <5 negativa
34 10 438 <7 64 348 5 12 negativa
35 7 425 <7 63 309 45 21 ND
36 6 368 8 30 290 60 34 ND
37 51 374 30 35 281 83 5 ND
38 21 439 88 172 275 128 44 negativa
39 49 300 9 3 ND ND ND ND
40 33 114 52 30 75 16 8 negativa
41 6 275 60 40 280 34 32 negativa

No se muestran datos de la IgG4 por su escaso valor clinico. Edad de diagndstico corresponde a la edad

de la realizacion de las determinaciones inmunoldgicas expuestas. ND = No Disponible.
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3.3.2 Recopilacién de datos clinicos e inmunoldgicos de los pacientes
con IDVC.

Los datos clinicos e inmunolégicos se obtuvieron mediante una revision
detallada de la historia clinica de los pacientes en cada uno de los centros
clinicos. Para esta etapa del estudio se recogieron los estudios analiticos y
pruebas complementarias que se realizan a todos los pacientes con IDVC son:
hemograma completo, cuantificacion de inmunoglobulinas séricas,
determinacién de subpoblaciones y funcién linfocitarias, pruebas de funcién
respiratoria (PFR), tomografia axial computarizada (TAC) de térax y abdomen y

radiografia de senos paranasales.

A estas pruebas fundamentales, se le afiaden otras, mas especificas y mas
selectivas segun la sintomatologia clinica: cultivo de esputo, coprocultivo para
bacterias y parasitos, transito intestinal, test del aliento de Xilosa y biopsia
intestinal para el estudio histolégico y para la investigacion de parasitos en el

jugo duodenal.

Para valorar las bronquiectasias, esplenomegalia y aumento de ganglios
linfaticos, se recogieron los resultados del TAC toraco-abdominal realizado a
cada paciente a lo largo de su ultimo control clinico regular en el aino 2004-
2005. En los pacientes con bronquiectasias se valoré la presencia o no de
expectoracion. Los parametros de funcion pulmonar que se valoraron fueron el
volumen espiratorio forzado en el primer segundo (VEMS) y la capacidad vital
forzada (CVF). Los valores se expresaron como porcentaje de los predictivos

establecidos por Roca et al'.

Enfermedad pulmonar crénica (EPC) fue
definida cuando en los pacientes con bronquiectasias los valores en la

espirometria fueron inferiores al 80% de los valores predictivos'*°.

En los pacientes con IDVC se recogieron también los siguientes datos: edad al

inicio de los sintomas y al diagndstico (para calcular el retraso diagnostico);
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edad de inicio del tratamiento sustitutivo (para calcular la cantidad de meses en
tratamiento) y niveles de inmunoglobulinas, subclases de IgG y la valoracién de
la capacidad de formacién de anticuerpos especificos en el momento del

diagndstico.

3.3.3 Subpoblaciones linfocitarias

La cuantificacion de los linfocitos T, B y NK se realiz6 en la Unidad de
Inmunologia del Hospital Universitari Vall d’Hebron (HUVH) mediante citometria
de flujo (CMF, ver plantillas de analisis de subpoblaciones linfocitarias, Anexo
N°1) en un FACSCalibur (Becton Dickinson Biosciences [BDBs], San Jose, CA,
EEUU) con los siguientes anticuerpos monoclonales (AcMo) marcados con
fluorocromos suministrados por la misma empresa comercial: anti-CD3, anti-
CD4, anti-CD8, anti-CD19, anti-CD16+anti-CD56. En la tabla 8 se muestran las
subpoblaciones linfocitarias asi identificadas y los rangos de referencia, en

porcentajes y numeros absolutos.

Tipo de marcador CD Caracteristicas Rango de normalidad
utilizado linfocitarias
% x 10771
CD3+ Linfocito T (LT) 55.0 — 84.0 0.69 — 2.54
CD4+ CD3+ LT colaboradores 31.0-60.0 0.41-1.59
CD8+ CD3+ LT citotdxicos 13.0-41.0 0.19-1.14
indice CD4+/CD8+ 1.1-1.4

CD19+ Linfocitos B (LB) 6.0 —25.0 0.09 — 0.66
CD56+ CD16+ CD3- NK 5.0-27.0 0.09 — 0.59

Tabla 8: Subpoblaciones linfocitarias de sangre periférica. Se muestran los

marcadores CD que identifican las subpoblaciones linfocitarias y sus rangos

de normalidad para la poblacion adulta.

El porcentaje de los linfocitos T CD4+ y CD8+ activados se evalué utilizando el

anticuerpo anti-HLA-DR suministrado por la misma empresa comercial.

76



3.3.4 Funcidn linfocitaria

La valoracién de la funcién de los linfocitos T se realizé igualmente en la unidad
de Inmunologia del HUVH, mediante CMF en linfocitos previamente
estimulados ™. Se detecto la expresion de la molécula CD69 (con el AcMo anti-
CD69 marcado con fluorocromo, suministrado por BDBs) en células T CD3+,
CD4+ y CD8+ tras la estimulacion con PHA (Phytohemagglutinin de GIBCO,
Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU) y anti-CD3 (PeliCluster
CD3 de Sanquin Amsterdam, Holanda) durante 16 horas.

Los rangos de referencia en porcentajes fueron los siguientes:

CD69+ CD3+ enrespuesta a PHA ...t eeierieeseeaereeennes >65%
CD69+ CD4+ en respuesta a Anti- CD 3. . .ttt eeieeeiesreeieeennes > 46 %
CD69+ CD8+ en respuesta a Anti- CD 3. ...ttt iiesieiierieereeieeennes >31%

3.3.5 Inmunoglobulinas séricas

La cuantificacion de inmunoglobulinas 1gG, IgA, IgM se realizé en los
Laboratorios Clinicos del HUVH por un método de turbidimetria en Olympus AU
5400 (Goffin Meyvis, Hoeilaart, Bélgica). Los valores de referencia para la edad
adulta fueron: IgG = 850 - 1600mg/dl, IgA = 75 - 350mg/dl, IgM = 58 -
250mg/dl.

3.3.6 Subclases de Inmunoglobulinas

La cuantificacion de subclases de IgG se realizé en la Unidad de Inmunologia
del HUVH por un método de ELISA. Los valores de referencia establecidos
para la edad adulta fueron™?: IgG1 = 261 - 1081 mg/dl, IgG2 = 112 - 408 mg/d|,
IgG3 = 22 - 288 mg/dI, IgG4 = 5 - 156mg/dI.
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3.3.7 Produccion de anticuerpos especificos

La valoracion de la capacidad de produccion de anticuerpos especificos se
realizd en la Unidad de Inmunologia del HUVH por un método de ELISA. Se
valoré la produccion de los anticuerpos frente a antigenos polisacaridos de
Streptoccus pneumoniae y Haemophilus influenzae tipo B (HiB). Para la
vacunacion de los pacientes se utilizaron la vacuna pneumocdcica PNU-
Immune 23 polivalente (Lederle Laboratories Division, Pearl River, NY), que
incluia 23 serotipos y la vacuna PedvaxHiB (Merck Sharp & Dohme, West
Point, PA). Para valorar la respuesta positiva se midio la concentracion de los
anticuerpos especificos en dos muestras, una antes de la administracion de la

vacuna y otra 21 dias después '3,

La determinacion de anticuerpos especificos frente a Streptoccus pneumoniae
se realizé por un método de ELISA utilizando como el antigeno la vacuna
pneumocécica, la misma que se utilizé para la vacunacion de los pacientes.
Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias (UA) utilizando un suero
de referencia calibrado frente a una preparacion llamada PN-A, procedente de
la European Quality Sheme (Oxfordshire Health Authority, John Radcliffe
Hospital, Oxford, United Kindom) con el valor asignado de 70 unidades/ml| de
IgG anti-neumococo. Se considerd respuesta positiva, el aumento de la
concentracion de IgG anti-neumococo de al menos 395 UA/mI sobre el valor

basal (el valor prevacunal)'®®,

La determinacion de anticuerpos especificos frente a HiB se realizd por un
método de ELISA utilizando como antigeno el polisacarido HiB conjugado a
albumina sérica humana, descrita por M.J. Rodrigo y colaboradores™*. Los
resultados se expresaron en ug/ml utilizando el suero de referencia de 70 ug/mi
de Center of Biological Evaluation and Review, U.S. Food and Drug
Administration (FDA). Se considerd respuesta positiva, el aumento de la
concentracion de IgG anti-HiB de al menos 2,28 ug/ml sobre el valor basal (el

valor prevacunal)'™*.
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3.3.8 Cuantificacion de las subpoblaciones de linfocitos B

La cuantificacion de las subpoblaciones de linfocitos B (LB) se realizé segun el

protocolo cedido por el Dr. Piqueras®’.

3.3.8.1 Preparacion de la muestra

1. Tipo de muestra

Se utilizaron 5 mL de sangre venosa periférica, con EDTA 0,05% como
anticoagulante de los controles sanos y pacientes con IDVC incluidos en el
estudio. La extraccion se realizd en el momento previo a la administracién del

tratamiento sustitutivo con gammaglobulina intravenosa.

2. Obtencién de células mononucleadas mediante gradiente de densidad.

a. La muestra de sangre periférica fue diluida a 1:2 con solucion fisiolégica y
posteriormente depositada cuidadosamente sobre 3 ml de Lymphoprep
(Fresenius Kabi Norge AS, Noruega) en tubo de plastico de 10 ml. La
relacion fue de 1/3 de Lymphoprep y 2/3 de sangre diluida.

b. Posteriormente se centrifugd a 1750 rpm durante 25 minutos a temperatura
ambiente.

c. Una vez centrifugada se extrajo la capa blanca de células mononucleadas
que aparecio sobre la capa del Lymphoprep y se colocé en otro tubo de
plastico de 10 ml para proceder a su lavado.

d. Finalmente se realizaron dos lavados con solucion fisiologica a 1250 rpm

durante 10 minutos a temperatura ambiente.

w

. Recuento y viabilidad celular, suspension celular
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a. El botdn celular obtenido tras el ultimo lavado realizado se resuspendid en
900 ul del RPMI 1640 de GIBCO (Invitrogen, Life technologies, Carlsbad,
CA, EEUU)

b. Se mezclaron 10 ul de las células con 10 ul de azul tripan y posteriormente
se colocaron 10 ul de la mezcla en una camara de Neubauer.

c. Las células vivas (que no han captado el colorante) se contaron en un
microscopio Optico a 40x y se desestimaron las muestras que tenian mas de
un 5% de células muertas.

d. Finalmente las células se resuspendieron en RPMI 1640 hasta conseguir

una concentracion de 5x10° células/ml.

4. Tincion celular

Para la tincidon de células mononucleadas separadas de sangre periférica se
utilizaron los siguientes AcMo: anti-CD19 conjugado con PC7 de Immunotech
(Immunotech, Marseille, Francia), anti-lgD conjugado con FITC de Dako (Dako
A/S, Dinamarca) y anti-CD27 conjugado con PE de Southern Biotech (Southern

Biotechnology Associates, Birminghan, AL) con el siguiente protocolo:

1. Se colocé 50 pl de la suspension celular preparada en el paso anterior en
un tubo de poliestireno

2. A dicha suspension se afadieron los anticuerpos monoclonales conjugados
con diferentes fluorocromos, en la dilucién y cantidad indicada en la tabla 9.

3. La suspension celular asi preparada se agitdé suavemente y se incubo a
4°C, en la oscuridad durante 20 minutos.

4. A cada tubo se anadi6 2 ml de Solucién de lisis de BDBs y se incubd
durante 5 min a temperatura ambiente en oscuridad.

5. Los tubos se centrifugaron 5 min a 1200 rpm a 20°C.

6. Se decanto6 el sobrenadante y las células se resuspendieron en 500 ul de
FACSFlow de BDBs.
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Anticuerpo monoclonal Dilucion Previa pL /tubo

Anti-CD19-PC7 Ninguna 2
Anti-lgD-PE 1:40 4
Anti-CD27-FITC 1:5 4

Tabla 9. AcMo utilizados para la tincién de las células mononucleadas.

3.3.8.2 Andlisis de las subpoblaciones de linfoictos B

Las muestras se adquirieron y analizaron en un citometro FACSCalibur de
BDBs que tiene incorporadas dos fuentes de laser (de 488 nm y de 633 nm).
En la figura 6 se muestran las plantillas elaboradas con la versién 3.2 del

programa CellQuest de BDBs para la adquisicion y analisis de las muestras.

En cada estudio se incluyé una muestra de sangre control para establecer los
limites de positividad y negatividad para cada fluorocromo y cada AcMo. La
adquisicién se limité a la ventana creada en linfocitos, seleccionados en funcién
de tamano y granularidad (FSC y SSC, ver la region R1 en la figura 6) y se
terminé una vez adquiridas 5.000 células CD19+ (ventana en FL-3, ver la

region R2 en la figura 6).

Con este disefio de plantillas se pudo identificar y cuantificar las siguientes
subpoblaciones de LB de sangre periférica®: a) Subpoblacion de LB naive: LB
CD27-IgD+, b) Subpoblacion de LB de memoria sin cambio de isotipo: LB
CD27+IgD+, y c) Subpoblaciéon de LB de memoria con cambio de isotipo: LB
CD27+IgD- (figura 6).
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Figura 6. Plantillas para la adquisicién y analisis de las subpoblaciones de linfocitos B (LB)
elaboradas con el programa CellQuest de Becton Dickinson Biosciencies (San José,
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3.4 Estudio de la expresién de ICOS

3.4.1 Obtencidon de datos:

Aqui seleccionamos los pacientes que tuvieran mas familiares con alguna

inmunodeficiencia primaria y/o enfermedades autoinmunes,

ademas de

pacientes que su diagnostico inicial fue DIgA y posteriormente cambiaron a

IDVC. En ellos se recopilaron

respiratorias,

enfermedades digestivas.

enfermedades autoinmunes,

los datos clinicos como: enfermedades

enfermedades neoplasicas y

Al igual que los datos inmunolégicos al diagndstico: concentracion de

inmunoglobulinas (1gG, IgA, IgM), poblaciones linfocitarias y funcion linfocitaria.

Se muestran en las tablas 10, 11, 12 y 13, los datos de estos pacientes por

familias asi como su pedegree.

Tabla 10. Familia (1) DC

Hermano Hermana 1 Hermana 2 Hermana 3 Padre
Clinica IVRS Tiroiditis Bronquitis, Otitis de Neumonia,
Enfermedad | autoinmune Neumonia, repeticion, Bronquiectasias,
de Crohn, DIgA ﬁe?reonp:i:nica IDVC
DigA diarreas, DI‘gA
Hemoglobina 5.5 13.9 11.7 12.7
Leucocitos 15,700 4,200 5,800 6,700 13,200
Plaguetas 301,000 26,100 232,000 286,000 259,000
IgG /1gG2 1467/540 915 1,628/280 2132/ 1200 80
IgA <10 122 <10 <10 <10
IgM 131 116 151 93 <10
CD3 64% - 1,152 | 81 % 79% - 1896 78% - 1560 73%
CD4 31% - 558 47 % 42% - 1008 48% - 960 18%
CD8 32% - 576 33 % 35% - 840 27% - 540 53%
CD19 8% - 144 8% 9% - 216 13% - 260 13%
CD16/56 25% - 450 11% 11% - 264 7% - 140 15%
indice 1 1.4% 1.2 1.8 0.34
CD4/CD8
HLADR+ CD8 | 4% 6%
HLA DR+ CD4 3% 15%
PHA NH
OKT3 NH
CD27+CD19+ 38.86%
HLA A, B57, A, B57 A, B8
DR7 DR7 DR3,DR7
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Tabla 11. Familia (2) MC

Madre Padre Paciente | Hermano 1 Hermano 2
Clinica Sindrome Sindorme IDVC Bronquitis,
Malabsorcién | febril ARJ, alergia
persistente
Hemoglobina 12.4 17 14 16.3
Leucocitos 9,600 7,600 7,300 3,900 5,600
Plaquetas 250,000 212,000 260,000 208,000
IgG /1gG2 546 1070/69 639 981/123 931 -734
IgA 121 195 <7 97 179 — 153
IgM 43 89 66 62 88 —40
CD3 79% - 2,370 | 83% - 3156 78 63% - 2,450
CD4 61% - 1830 37% - 1440 46 36% - 1414
CD8 17% - 520 44% - 1697 33 23% - 897
CD19 6% - 180 10% - 371 10 18% - 702
CD16/56 12% - 360 5% - 187 12 14% - 546
Indice 3.6 0.8 1.39 1.6
CD4/CD8
PHA 150%
OKT3 16%
CD27+CD19+ 18.09 %
ARJ=Artritis reumatoide juvenil
Tabla 12. FAMILIA (3) CU
Madre Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3
Clinica IDVC, Rx. DPT, Celulitis,
bronquiectasias | Diarrea prol. | sepsis
Hemoglobina 12.3 124 12.9
Leucocitos 8,300 5,000 7,200
Plaquetas 323,000 294,000 316,000
IgG 447 404 280 - 437
IgA 140 16 10 - 52
IgM 20 <10 32 - 21
CD3 77% - 3024 66% - 5443 | 75% -
2,800
CD4 50% - 1512 48% - 2613 | 53% -
1484
CD8 29% - 877 16% - 871 23% - 644
CD19 19% - 575 22% -1197 | 18% - 504
CD16/56 8% - 242 10% - 544 5% - 140
indice 1.7 3 2.3
CD4/CD8
PHA 82% 81%
OKT3 116% - 27% 28%
CD27+CD19+ 4.2 %

Rx. DPt= Reaccién a DPT
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Tabla 13. Cuatro pacientes que inicialmente presentaban deficiencia de IgA y posteriormente
desarrollaron deficiencia de las otras inmunoglobulinas por lo que se les cambio el diagnéstico

de IDCV. Se muestra en la siguiente tabla los datos clinicos de estas pacientes.

Paciente 1 (A) Paciente 2 (V) Paciente 3(S) Paciente 4 (E)
Clinica Diarrea, artritis Bronquiectasias, Vitiligo, hepatitis

cronica juvenil, neumonias, autoinmune

giardiasis, atrofia neutropenia

de vellosidades autoinmune
Deficiencia de IgA 9 afos de edad 7 afos de edad 8 afios de edad 14 anos
IDVC 17 afos de edad 8 afos de edad 14 afos de edad 26 afos
Hemoglobina 11.7 13.5- 141 12.2-13.7
Leucocitos 11,000 5,170 — 5,400 4,000 — 6,000 5,900
Plaquetas 228,000 174,000 — 162,000 117,000 — 167,000 | 218,000
Neutros 76.2 42.4-32.3 57.8 -56.3 62%
Linfos 15.5 44.6 — 57.00 33.8-35.2 33%
IgG 484 815 —1044 574 — 675 663
IgA <10 12-<5 <7-<5 <7
IgM 22 21-<5 92 - 59 29
Linfocitos totales 72% 93% 72% 68%
CD4+ 35% 23% 32% 46%
CD8+ 35% 71% 38% 26%
Indice 4/8 1 0.32 0.84 1.7
CD19+ 20% 2% 21% 15%
CD16/56+ 3% 8% 14%
PHA 123%
OKT3 39%
CD27+CD19+ 7.21%

3.4.2 Preparacion celular y estimulacién

1.

Separacion de células mononucleadas de sangre periférica (PBMC)
heparinizada por gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque.

Se resuspendieron 1 x 10° células en 1 ml de RPMI 1640 suplementado con
penicilina, estreptomicina, L-glutamina y suero de ternera fetal inactivado
por calor (FCS). Estas se incubaron con 10 ul PMA (100 ng/ ml) (Sigma)
mas 10 ul ionomicina (1 ug /ml) (Sigma), durante 48 horas al 5% de CO, y
37° C en el tubo con estimulo.

Se centrifugaron las células durante 10 minutos a 1200 rpm y se
resuspendieron en 300 ul de PBS.

En los tubos 1 (células sin estimulo) y 2 (células con estimulo), se incubaron
3 x 10° células/ 100 ul, durante 20 minutos con IgG FITC de hamster
armenio (donado por el Dr. J.M. Rojo del CSIC, Madrid) como control

negativo mas anti-CD3 PE (Beckton Dickinson).
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5. En los tubos 3 (células sin estimulo) y 4 (células con estimulo), se incubaron
3 x 10° células/ 100 pl, durante 20 minutos con anti-ICOS FITC (anticuerpo
monoclonal de hamster armenio C398.4A, donado por el Dr. J.M. Rojo del
CSIC, Madrid) mas anti-CD3 PE (Beckton Dickinson).

6. En los tubos 5 (células sin estimulo) y 6 (células con estimulo), se incubaron
3 x 10° células/ 100 ul, durante 20 minutos con anti-CD69 PE (Beckton

Dickinson), como control de activacion celular.

3.4.3 Analisis por citometria de flujo de molécula ICOS.

1. Se selecciona la ventana de los linfocitos activados y se estudia en un
histograma (FL1) la expresion de ICOS FITC, utilizando como control negativo
las células no activadas. En un histograma en FL2 se analiza la expresion de
CD69 en la muestra activada, se utiliza como control negativo las células no

activadas, (ver punto 3.3.8.2). Figura 7.
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Figura 7.- Imagenes de la curva de la expresion de ICOS a diferentes tiempos de estimulacion
en células MN de sangre periferica, en pacientes sanos. Se determino la MFI (Intensidad de

fluorescencia media), la cual no hubo diferencia significativa entre los pacientes (p< 0.05).
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3.5 Andlisis de la expresion intracelular de Btk por citometria de flujo en

monocitos
3.5.1 Preparacion de la muestra

1. Separaciéon de células mononucleadas de sangre periférica (PBMC)
heparinizada por gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque.

2. Suspender 1 x 10° de PBMC en 100 ul de PBS en un tubo de
polipropileno.

3. Fijar las células en 2 ml de solucion lisante (Becton Dickinson) durante 10
minutos a temperatura ambiente.

4. Lavar una vez en PBS a 1200 rpm durante 5 minutos.

5. Permeabilizar las células en 0.5 ml de solucidon permeabilizante de (Becton
Dickinson) durante 10 minutos a temperatura ambiente.

6. Lavar dos veces en PBS/A/A (PBS + 1% Albumina bovina + 0.1% azida
sddica) a 1200 rpm durante 5 minutos.

7. Incubar con 50 ul de suero de raton (1:5) diluido en PBS durante 30 minutos
a temperatura ambiente.

8. Incubar con o sin 4 ul de anticuerpo monoclonal anti-Btk (28-2H, I1gG1) (40
ug/ml) durante 20 minutos en hielo (donado por Dr. T. Miyawaki, Toyama
Medical and Pharmaceutical University, Japdn).

9. Lavar dos veces en PBS/A/A a 1200 rpm durante 5 minutos.

10.Incubar las células resuspendidas en 50 ul de PBS/A/A con 5 ul de
anticuerpo IgG1 anti-raton conjugado con FITC (BD) (1:20) durante 20
minutos en hielo.

11.Lavar dos veces en PBS/A/A a 1200 rpm durante 5 minutos.

12.Incubar con 50 pul de suero de ratén (1:5) diluido en PBS durante 30 minutos
a temperatura ambiente.

13.Marcar con anticuerpo monoclonal anti-CD14 PE (BD) durante 20 minutos
en hielo.

14.Lavar una vez con PBS a 1200 rpom durante 5 minutos.

15.Resuspender en 0.5 ml de PBS.
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3.5.2 Analisis por citometria de flujo

1. Se selecciona la ventana de monocitos CD14+ (PE) y se estudia en un
histograma (FL1) la expresién de Btk FITC, utilizando anticuerpo IgG1 anti-

ratén conjugado con FITC como control negativo, (ver punto 3.3.8.2). Figura 8.
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Figura 8.- Se muestran las imagenes de la expresion de la proteina Btk. Del lado izquierdo se
muestra la imagen de linfocitos totales, en los cuales se realiza una ventana, mostrando del
lado derecho la expresion de monolitos CD14+ en la parte superior, en un paciente sano, otro
con IDVC y el tercero un paciente con ALX, y en la parte inferior, monocitos CD19+ en paciente
sano y paciente con IDVC. Solo se realizo el estudio en estos pacientes.
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3.6 ANALISIS DE DATOS EXPERIMENTALES

3.6.1 Estudio de la expresion de proteinas Btk, Lck, SAP en pacientes con
IDVC.

Para el analisis de los datos clinicos en el estudio de la expresién de proteinas
se determinaron solo medidas porcentuales, y la expresion positiva o negativa

de las bandas de cada una de las proteinas estudiadas.

3.6.2 Estudio de los linfocitos B de memoria en pacientes con IDVC.

Para las subpoblaciones de los linfocitos B de memoria se estableci6 como
punto de corte el valor minimo obtenido de las determinaciones de estas
subpoblaciones en los controles. Dicho valor fue el que mejor diferenciaba los
pacientes de los controles y a su vez permitié hacer tres grupos de pacientes:
el grupo BMO incluyé a los pacientes con LB de memoria totales (LB CD27+)
inferior al punto de corte establecido para esta poblacion en los controles, el
grupo BML1 incluyé a los pacientes con LB de memoria con cambio de isotipo
(LB CD27+IgD-) inferior al punto de corte establecido para esta poblacion en
los controles, y el grupo BM2 incluy6é a los pacientes con LB de memoria
totales y LB de memoria con cambio de iosotipo (LB CD27+IgD-) superiores a

dichos limites.

Una vez clasificados, se comparé el fenotipo clinico de los pacientes en cada
grupo BM. Se compararon las frecuencias de diferentes patologias estudiadas
en los pacientes, mediante la construcciéon de las tablas de contingencia y

utilizando la prueba de independencia de la chi® de Pearson/Fisher.

90



4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 Estudio de la expresion de proteinas Btk, Lck y SAP en pacientes

diagnosticados de IDVC

4.1.1. Datos demogréficos

Se revisaron los expedientes clinicos de los pacientes con diagnéstico de IDVC
de los hospitales Vall d’ Hebron (general y materno-infantil) y el hospital de
Bellvitge. Fueron un total de 57 pacientes con diagnéstico de IDVC (16
pediatricos y 41 adultos, de los cuales se excluyeron 2), 37 del sexo masculino
y 18 del sexo femenino. Con edades comprendidas entre 4 y 76 afios con una
media de 36.6 anos. El 18.1 % de los pacientes tenia familiares de primer
grado con antecedentes de IDP (IDVC, deficiencia IgA y deficiencia de
subclases) y el 80% restante no presentaba este dato. En relacion al peso y la
talla, solo 2 pacientes pediatricos estaban por debajo de los percentiles
normales para edad y sexo (retraso ponduestatural), en el resto el peso y la

talla estaban dentro de los limites normales.

Observamos que todos los pacientes en el grupo pediatrico iniciaron sus
sintomas antes de los 10 afios de edad, pero en los adultos obviamente hubo
una variabilidad, en el cual el 38.46% (n=15) iniciaron sus sintomas antes de
los 10 afios de edad y el 33.3% (n=13) fue entre los 10 y 30 anos de edad. El
intervalo de tiempo entre la aparicion de los primeros sintomas y el diagndstico
fue de una media de 3.2 afios en el grupo pediatrico. Mientras que en adultos la
media fue de 13.1 afios (1- 40 afos), reportandose parecida a otras series
estudiadas [10.88 afios (rango 1-65) a 21.49 afios (rango 2-42)"°] dependiendo
de la serie estudiada. Un dato muy significativo fue que el paciente (P10) tuvo
un retraso de 10 afios en el diagndstico presentandose con bronquiectasias y

datos de insuficiencia respiratoria.
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Muchos pacientes se presentan en forma tardia al inmundlogo con lo cual
presentan un dano pulmonar bien establecido el cual no es reversible a

cualquier grado de terapia con GGEV %,

4.1.2 Manifestaciones clinicas

a) Manifestaciones respiratorias

Las manifestaciones clinicas respiratorias fueron las mas frecuentes en ambos
grupos de pacientes con IDVC con un 89% (49/55). Los sintomas mas
comunes fueron otitis, faringitis, sinusitis y neumonia, causados por infecciones
virales y/o bacterianas. El 69.09% de los pacientes tuvieron bronquiectasias al
diagndstico (38/55), cabe aclarar que este problema se presentdé mas en los

adultos.

b) Manifestaciones digestivas

Las manifestaciones digestivas estuvieron presentes en un 61.81%, con
sintomas como diarrea, dolor abdominal recurrente. La giardiasis estuvo

presente en un 23.63% de los pacientes.

¢) Manifestaciones autoinmunes
Al momento de diagndstico sélo un paciente pediatrico (P16) presento
enfermedad hemolitica autoinmune. En cambio se observd en un 23% de los

pacientes adultos, como PTI, AHA, vitiligo, eritema nodoso, etc.

d) Cancer

No se diagnosticé de neoplasia en ningun enfermo pediatrico, en cambio en los
adultos se observo un 9% de estas patologias (cancer baso celular de timo,

cancer de paroétida, linfoma no Hodking, etc.)

e) Alergia
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Al 12% de todos los pacientes pediatricos (7/55) se le diagnosticé alguna

enfermedad alérgica, como asma, rinitis y urticaria.

d) Hiperplasia linfoide

Se encontré en 1 solo paciente adulto correspondiendo al 1.8%.

e) Esplenomegalia

Se observo en un 23.6% de los pacientes también predomino en el grupo de

los adultos.

4.1.3 Datos inmunoldgicos

Los datos inmunolégicos recabados, fueron los del momento del diagnéstico en
nuestro hospital cuando aun no recibian tratamiento, para valorar
adecuadamente las alteraciones inmunoldgicas. Los datos inmunoquimicos
mas relevantes fueron: el 98.18% de los pacientes tuvieron una concentracion
de IgG por debajo de los valores de referencia (un paciente presentaba IgG
normal pero tenia IgA e IgM disminuidas A35), mientras que el 90.9%
presentaron un déficit de IgA (<10 mg/ dl, el 66%) y el 80% de IgM. El 18.18%
tuvieron al menos dos clases de inmunoglobulinas disminuidas y el 76.36%
presentaron panhipogammaglobulinemia. En 3 pacientes habia solo deficiencia

de IgG (no de IgA e IgM), y se catalogaron como IDVC.

En los datos celulares se encontré: 6 pacientes presentaron leucocitosis
(11.11%). El 51.85% (28/54) linfocitosis. El 11.11% (6/54) tuvieron unos valores
de linfocitos absolutos por debajo de los limites normales. En 20 pacientes se
observo linfopenia CD4+ (37.73%). El 26.41% (14/53) de los pacientes tenian
unos CD8+ por debajo de los limites de la normalidad. Hubo inversion de
cociente CD4+/CD8+ en 22 pacientes (40.74%).
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El porcentaje de linfocitos B CD19+ estuvo disminuido en un 28.30% (15/53) de
los enfermos, mientras que el 36.53% (19/52) presentd linfopenia B. Se
encontro un paciente que tuvo una linfopenia B profunda (< 1%) y 3 pacientes
en sus primeras determinaciones de CD19+ sus porcentajes estaban normales
y en reportes posteriores habian disminuido a 0 0 1%. Las células NK (CD56+)
estuvieron disminuidas en un 30% (12/40) de los pacientes. La respuesta a
mitdégenos (PHA y OKT3) fue parcialmente deficiente en un 12.2% y 25.8%

respectivamente.

Algunos datos no se encontraron en el expediente clinico, (no se especifica
causa), y no se registraron debido, a que eran datos posteriores a la
administracion de GGIV y ya estaban alterados, aclarando que no se tomaron

en cuenta para los porcentajes.

4.1.4 Edad: primeros sintomas-diagnéstico-tratamiento

La aparicion de los primeros sintomas, fue muy variable ya que en el grupo
pediatrico (16/16) fue antes de los 10 afios de edad y en un 38.46% de los
adultos también fue antes de esta edad. Un 56.25% (9/16) de los pacientes
presentd clinica antes de los 2 afos. El intervalo de tiempo entre el inicio de
sintomas y la edad de diagnéstico varié entre 1 mes y 40 afios, los pacientes
que se diagnosticaron mas pronto fue debido a que tenian familiares con
alguna ID, la media fue de 3.2 afios en los pediatricos y de 12.6 anos para los
adultos. El tratamiento con inmunoglobulina intravenosa (IGGV) se instaurd, en

todos los enfermos, desde la fecha de su diagnostico.

El 70.37% de los pacientes tenian bronquiectasias al diagnéstico. De los
pacientes pediatricos el P10 tuvo el mayor retraso en el diagndstico (10 anos)
y ya presentaba una importante afectacion pulmonar con datos de insuficiencia

respiratoria.
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Debido a la diversidad de esta patologia, encontramos diferencias en ambos
grupos, viendo que hay mas complicaciones o patologias agregadas en los

pacientes adultos, separamos los dos grupos y mostramos el porcentaje de los

datos clinicos y de laboratorio por separado. (Tabla 14)

(inferior a valores de

referencia)

Sintomas Pediatricos (16) Adultos (39)
Respiratorios 93.75 % 87.17 %
Bronquiectasias 37.5% 82.05 %
Digestivos 56.25 % 64.10 %
Giardiasis 12.5 % 28.20 %
Alergias 9 % 0
Esplenomegalia 0 % 23.6 %
Cancer 0% 9%
Enfermedades Al 6.25 % 16.3 %
Parametros inmunolégicos Pediatricos Adultos

I9G 100 % (16/16) 97.43 % (38/39)
IgA 87.5 % (14/16) 92.30 % (36/39)
IgM 56.25 % (9/16) 89.74 % (35/39)
31gs 43.75 % (7/16) 89.74 % (35/39)
21gs 56.25% (9/16) 2.56% (1/39)

Leucocitosis 0 13.15 % (5/38)
Plaquetopenia 0 13.15 % (5/38)

Linfocitos absolutos

6.25 % (1/16)

13.15% (5/38)

CD3 % 18.75% (3/16) 24.32 % (9/37)
CD4 % 6.24% (1/16) 51.35% (19/37)
CD4 absolutos 18.75 % (3/16) 58.3 % (21/36)
CD8 % 56.25 % (9/16) 13.51 % (5/37)
CD8 absolutos 43.75 % (7/16) 22.22 % (8/36)
Indice 4/8 6.25 % (1/16) 55.26 % (21/38)
CD19 % 31.25 % (5/16) 27.02% (10/37)
CD19 absolutos 25% (4/16) 41.66 % (15/36)
NK % 31.25 % (5/16) 29.16 % (7/24)
NK absolutos 12.5 % (2/16) 41.66 % (10/24)
PHA 13.3 % (2/15) 11.11 % (2/18)
OKT3 14.2 % (2/14) 35.29 % (6/17)

Tabla 14.- Como se observa, los datos como cancer, enfermedades autoinmunes y
esplenomegalia, lo encontramos mas en el grupo adulto, lo pacientes pediatricos tenian mucho
menos patologia agregada. Incluyendo en los datos de laboratorio encontramos mas
alteraciones en adultos.
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4.1.5 Estandarizaciéon de la concentracion de anticuerpos.

Para estandarizar la técnica con el uso de diferentes anticuerpos, probamos
con anticuerpos poli o0 monoclonales de diferentes compafias comerciales y a
diferentes concentraciones. A continuacién mostramos las imagenes de los

anticuerpos utilizados para el WB.

35 g 0ug  20pg  10ug

Figura 9. Imagen de WB (western blot) donde se utilizd el anticuerpo policlonal anti-Btk
Londres (H360B), a una diluciéon 1:500 y el anticuerpo secundario anti- conejo HRP a una
dilucion 1:40,000. Se muestra la cantidad de proteina utilizada en cada pocillo, muestra de
controles sanos.

35 g 30 pug 25 pg 20pg 10ng

Figura 10.1. Imagen de WB donde se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-Btk (Transduction
Laboratorios), a una dilucion 1:250 y el anticuerpo secundario anti- ratén HRP a una dilucion
1:10,000. Se muestra la cantidad de proteina utilizada en cada pocillo, muestra de controles
sanos.

| —

35pg  30pg 25pg  20pg 10 ng

Figura 10.2. Imagen de WB donde se utilizd el anticuerpo monoclonal anti-Btk (Transduction
Laboratorios), a una dilucién 1:250 y el anticuerpo secundario anti- ratdn HRP a una dilucién
1:5,000. Se muestra la cantidad de proteina utilizada en cada pocillo, muestra de controles
sanos.

97



35 g 30ug  25ug 20pg 10 pg

Figura 10.3. Imagen de WB donde se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-Btk (Transduction
Laboratorios), a una dilucion 1:250 y el anticuerpo secundario anti- raton HRP a una dilucién
1:5,000. También se muestra la cantidad de proteina de cada muestra. Controles sanos.

Figura 11. Imagen de WB donde se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-Lck (Transduction
Laboratorios), a una diluciéon 1:500 y el anticuerpo secundario anti- raton HRP a una dilucién
1:20,000. También se muestra la cantidad de proteina de cada muestra. Controles sanos.

SAP
e s |
14 kDa — — —
- actina
51 kDa |
39kDa | e

Figura 12. Imagen de WB donde se utilizd el anticuerpo policlonal anti-SAP (Santa Cruz), a
una dilucion 1:1000 y el anticuerpo secundario anti- conejo HRP a una diluciéon 1:5,000.
También se muestra (debajo) la cantidad de muestra con B-actina. Controles sanos.

— | e — = =
i il .

35 pg 30 ng 25 pg 20pg 10 pg

Figura 13. Imagen de WB donde se utilizd el anticuerpo policlonal anti-SAP (Dra. K. Nichols), a
una dilucién 1:1000 y el anticuerpo secundario anti- conejo HRP a una dilucién 1:20,000.
También se muestra la cantidad de proteina de cada muestra. Controles sanos.
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Figura 14.- Arriba: anti-Btk monoclonal 1:250, con anti-mouse HRP 1:5,000. Abajo anti-b-actina
monoclonal 1:5,000 con anti-mouse a 1:40,000. En esta imagen se muestra la incubacion de
los dos anticuerpos al mismo tiempo, todos los pacientes expresan la proteina Btk.

4.1.6 Expresion e imagenes de la proteina Btk (figuralb)

- Pacientes con IDVC vy Linfocitos B <1%: A5, A39, de estos solo el
paciente A5 no expreso la banda de Btk (tabla 15).

- Controles con diagnéstico de XLA ( C1,C2,C3)

- No expresan Btk (C1,C3)

- El control C2 expresa Btk pero su problema es funcional.

Paciente | Edad | Sexo IgG IgA IgM CD19% | CD19 abs.
A5 29 M 150 0 30 0 0
A39 27 M 83 6 6.2 2%

Tabla 15.- Pacientes A5 y A39, presentan linfopenia a expensas de CD19+, pero solo el
paciente A5 no expresa banda para la proteina Btk. Se muestra los niveles de Igs y de CD19+.

Del total de los pacientes estudiados solo un paciente (A5) no tuvo expresion
de la banda Btk, que corresponde a un masculino de 29 afos de edad, y tiene
también el diagnostico de sindrome de Nonan, se envid muestra sanguinea
para el estudio genético, reportandose una mutacion en el exon 18 de C1790T,
a nivel proteico P597L (realizado en el Servicio de Inmunologia del Hospital
Universitario de la Paz de Madrid, Dra. MC Garcia). ElI paciente A39
presentaba una linfopenia a expensas de CD19+ (2%) pero la expresion de su

banda fue normal.
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Figura 15.- Imagenes de Western blot, donde observamos, la proteina Btk (77 kDa) en la parte
de arriba, y en la parte de abajo la banda de la proteina p-actina (42 kDa). En la parte inferior

de la imagen se muestran los controles, para esta proteina. En todos los pocillos se utilizé 30
mg de proteina.

101



4.1.7 Expresion e imagenes de la proteina Lck (figura 16)

- Pacientes con IDVC y linfopenia CD4+ (tabla 16)

- Pacientes con IDVC y CD4+ normales

Paciente | Edad | Sexo | CD3% | CD4% CD4 CD8% | CD8 abs.
abs.
P16 13 F 67 38.4 1407 21 773
A11 63 F 65 39 1638 30 1260
A35 44 M 45 15 201 26 348

Tabla 16.- Todos los pacientes expresaron normalmente la Lck, Solo mostramos pacientes con
enfermedad linfoproliferativa al diagnostico, pero no tenian linfopenia a expensas de CD4+.

En el caso de la expresion de la proteina Lck se revisé con mas énfasis a los

pacientes que tenian linfopenia a expensas de CD4+ y fueron (24/55) el 43.6%

de los cuales ninguno tenia ausencia de la expresion de esta proteina. La

paciente P16 tenia al diagnéstico enfermedad linfoproliferativa cerebral, la

paciente A11 presentaba granulomas hepaticos y el paciente A35, linfoma de

Hodking.
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Figura 16.- Imagenes de Western blot, donde observamos, la proteina Lck (56 kDa) en la parte
de arriba, y en la parte de abajo la banda de la proteina p-actina (42 kDa). En la parte inferior
de la imagen se muestran los controles, para esta proteina. En todos los pocillos se utilizé 30
mg de proteina.
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4.1.8 Expresion e imagenes de la proteina SAP (figura 17)
- Pacientes con CMV (+) P4 y A10 (tabla 17)
- Control con diagndstico de XLP (C4)
- Pacientes con CMV (-).

Paciente | Edad | Sexo | CD3% | CD4% | CD4 | CD8% | CD8 Banda
abs. abs.
P4 15 M 63 20 696 38 1322 Presente
A10 26 M 81 41 776 30 568 | Disminuida

Tabla 17.- Pacientes con linfopenia CD4 o CD8. Los pacientes P4 y A10 tenian CMV positivo,
pero el primero tiene banda presente y el segundo la banda esta disminuida.

La expresion de SAP fue normal en todos los pacientes, en esta proteina
usamos como control negativo a un paciente (C4) que tenia diagndstico de
XLP, pero observamos que aunque en forma muy débil expresaba proteina,
probablemente debido al tipo de mutacion (Tyr100>stop) que produciria una
proteina truncada quizas inestable pero que reconocen los anticuerpos anti-
SAP. La linea celular no linfoide (K562) utilizada como control negativo no
expresoO ninguna banda. Tampoco sé rediagnosticd ningun caso de XLP pero
si nos sirvidé para descartarlo ya que el P4 tenia una fuerte sospecha clinico-
radiologia de esta patologia (pendiente resultado genético) y CMV positivo.
Otro paciente con CMV positivo fue el paciente A10, pero su banda estaba

presente.
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Figura 17.- Imagenes de Western blot, donde observamos, la proteina SAP (17 kDa) en la
parte de arriba, y en la parte de abajo la banda de la proteina [J-actina (42 kDa). En la parte
inferior de la imagen se muestran los controles, para esta proteina. En todos los pocillos se
utilizé 30 mg de proteina.

Nota: Abreviaturas utilizadas: P= Pediatrico, A= Adulto, C+= Control Positivo, C- = Control
Negativo, CS= Control Sano, C1, C2, C3 = Pacientes con ALX.
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4.2 ESTUDIO DE LOS LINFOCITOS B DE MEMORIA EN PACIENTES CON
IDVC

4.2.1 Cuantificacion de las subpoblaciones de linfocitos B en controles y
pacientes con IDVC

Se analizaron las subpoblaciones de linfocitos B (LB) en muestras de sangre
periférica de 41 pacientes con IDVC y 29 controles. En los controles el
porcentaje de LB naive (media £ 1DE) fue del 57% £ 14%, el de LB de memoria
totales fue del 39% * 13%, el de LB de memoria sin cambio de isotipo fue del
17% + 6% y el de LB con cambio de isotipo fue del 22% + 8%, tabla 18.

Tabla 18. Descripcién estadistica de subpoblaciones de LB en controles y pacientes con IDVC

LB LB naive LB de Memoria (% del total de LB)
(% de linf. tot) | (% del total de LB) | totales sin cambio e con cambio de
isotipo isotipo
Grupo Control| media 8 57 39 17 22
n=29 DE 3 14 13 6 8
Valor Minimo 3 30 13 6 6
Valor Maximo 16 85 67 32 40
LB LB naive LB de Memoria (% del total de LB)
(% de linf. tot) | (% del total de LB) totales sin pambio de con .Cambio de
isotipo isotipo
Pacientes | media 7 83** 15%* 11 3**
n=41 DE 3 16 15 12 5
Valor Minimo 2 35 2 2 0
Valor Maximo 16 95 61 43 27

** diferencias estadisticamente significativas (p<0.000001) comparando con el grupo control.

La distribucion de estas subpoblaciones fue muy diferente en los pacientes. Se
encontrd por un lado, un aumento significativo de la proporcién de los LB naive
(p<0,00001), y por el otro, una disminucién significativa de los LB de memoria
(p<0,00001), sobre todo a expensas de los LB de memoria con cambio de
isotipo, la subpoblacién mas alterada en la mayoria de los pacientes con IDVC.
Estas diferencias no guardaron relacion con el porcentaje de los LB totales que

no difirid entre el grupo control y los pacientes, (8 £+ 3% vs. 7 £ 3%, tabla 18).
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Se confirmé una disminucion significativa (p<0,000001) de los LB de

memoria en pacientes con IDVC, al compararlos con el grupo control

sano. Esta disminucion fue debida sobre todo a la disminucion de los LB

de memoria con cambio de isotipo y no guardaba relacion con el numero
total de LB.

4.2.2 Clasificacion de los pacientes con IDVC en grupos segun la

cuantificacion de los LB de memoria.

En este estudio, para la clasificacion de los pacientes con IDVC en grupos

segun la cuantificacién de las subpoblaciones de los LB de memoria, se utilizé

como punto de corte la media menos dos desviaciones estandar de las

determinaciones de estas subpoblaciones en los controles. Asi el punto de

corte para los LB de memoria totales fue el 13% (rombos azules en la figura

18a) y para los LB de memoria con cambio de isotipo fue el 6% (rombos verdes

en la figura 18b) del total de los LB de sangre periférica.

Los pacientes que presentaron un porcentaje de los LB de memoria totales

inferior al 13% formaron el grupo BMO. Este grupo incluyo el 44% (18/41) del

total de pacientes estudiados.
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Figura 18. Porcentajes de LB de memoria del total de los LB de sangre periférica en diferentes
grupos de pacientes. Para mas explicaciones ver el texto.
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Los pacientes que presentaron un porcentaje de los LB de memoria totales
superior al 13% pero los LB de memoria con cambio de isotipo inferior al 6,5%
(rombos verdes en la figura 18b) formaron el grupo BM1. Este grupo incluyé

el 39% (16/41) de todos los pacientes estudiados.

Los pacientes que presentaron tanto el porcentaje de los LB de memoria
totales (rombos azules en la figura 18a) como el porcentaje de los LB de
memoria con cambio de isotipo (rombos verdes en la figura 18b) superior a los
respectivos puntos de corte, formaron el grupo BM2. Este grupo incluyé el

17% (7/41) de todos los pacientes estudiados.

En las paginas siguientes se detallan las imagenes de las subpoblaciones de
LB, identificadas mediante citometria de flujo, utilizando los marcadores de
CD27 e IgD, en todos los pacientes con IDVC estudiados y en 24 de los 29
controles analizados (figura 19). Ademas, en la tabla 19 estan resumidos los
parametros estadisticos descriptivos de las subpoblaciones de LB en cada
grupo BM.

Tabla 19. Descripcion estadistica de subpoblaciones de LB en los grupos de pacientes con
IDVC

LB LB naive LB de Memoria (%o del total de LB)
o, o, sin cambio de con cambio de|
(Yde PB MNC)| (% del total de LB) totales eotipo ootipo
media 8 58 39 26* 13*
Grupo BM2 | SD 4 17 17 14 7
n=7/41 Valor Minimo 2 35 16 8 7
17% Valor Maximd 15 83 61 43 27
LB LB naive LB de Memoria (% del total de LB)
(%de PBMNC)| (% del total deLB) | totales ~ SIM Gambio de  con cambio de
isotipo isotipo
media 8 734 25"%4 21* g™
Grupo BM1 | SD 3 9 8 8 1
=16/41 Valor Minimo 3 58 15 12 1
39% Valor Maximd 12 87 39 36 6
LB LB naive LB de Memoria (% del total de LB)
o, o, sin cambio de con cambio de|
(Yde PB MNC)| (% del total de LB) totales eotipo ootipo
media 7 o1** a3 67 1%
Grupo BMO | SD 3 3 =) 2 1
n=18/41 Valor Minimo 3 86 2 2 [0}
44% Valor Maximd 16 95 13 10 5

**diferencias estadisticamente significativas (p<0.000001) comparando con el grupo control.
*diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) comparando con el grupo control.

$ diferencias estadisticamente significativas (p<0.000001) comparando conel grupo BM1

# diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) comparando con el grupo BM2
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Mediante la cuantificacién de los linfocitos B de memoria (BM) y de sus

subpoblaciones (con y sin cambio de isotipo), podemos dividir a los
pacientes con IDVC en tres grupos BM: BMO, BM1 y BM2. (Figuras 19, 20,

21, 22).
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Figura 19.- Imagenes de las subpoblaciones de LB en una muestra de 24 controles del banco
de sangre. El numero indica el porcentaje de LB de memoria sin cambio de isotipo (células B
CD27+IgD+, cuadrante superior derecho) y con cambio de isotipo (células B CD27+IgD-,

cuadrante inferior derecho).
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Figura 20.- Imagenes donde se muestran las subpoblaciones de LB en los 18 pacientes del
grupo BMO. El numero indica el porcentaje de LB de memoria sin cambio de isotipo) células B
CD27+IgD+, cuadrante superior derecho) y con cambio de isotipo (células B CD27+IgD-,
cuadrante inferior derecho).

112



gD
E'-E F:?F 109 109 in':ﬁ

._HFE
.E'ﬁ 107 104

[
3 101 o? :7:-""

FE
o

=l
1

-1l PE ;
m“ 1::-?”3 103 m“ l:l":" l:ﬂ!

16

e
-,
a

anal

i
&
L]

s

anil
=
]
o
Ty
5
e
d

il
=9

sy el - s
(- &-‘ .

ol 102 100 10% 0
COTFITC

0 102 10° 1o
COLTFITC

T 4

ki ?‘-._"_

0% 10! 10¢ 10* 10!
CO2TFITC

cD27

=

Figura 21.- Imagenes donde se muestran las subpoblaciones de LB en los 16 pacientes del
grupo BM1. El nimero indica el porcentaje de LB de memoria sin cambio de isotipo (células B
CD27+IgD+, cuadrante superior derecho) y con cambio de isotipo (células B CD27+IgD-,
cuadrante inferior derecho).
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Figura 22.- Imagenes donde se muestran las subpoblaciones de LB en los 7 pacientes del
grupo BM2. El numero indica el porcentaje de LB de memoria sin cambio de isotipo (células B
CD27+IgD+, cuadrante superior derecho) y con cambio de isotipo (células B CD27+IgD-,
cuadrante inferior derecho).

4.2.3. Caracterizacion clinica e inmunoldgica de los pacientes con IDVC
clasificados en grupos BM

4.2.3.1. Datos generales y antecedentes familiares

En la tabla 20 se resumen los datos clinicos analizados de los 41 pacientes
con IDVC incluidos en el estudio. La edad de inicio de los sintomas oscilé entre
2 y 48 anos, con una mediana de 11 anos y la del diagndstico entre 6 y 59
anos, con una mediana de 29 anos. El tiempo transcurrido entre el inicio de
sintomas y el inicio del tratamiento/diagndstico, oscilé entre 1 y 50 afios, con
una mediana de 13 afos. En todos los pacientes, el tratamiento se inicio pocos

meses después del diagndstico.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
pacientes clasificados segun la cuantificacion de las subpoblaciones de los LB
de memoria (clasificacion BM), al estudiar las variables: edad actual, edad del

inicio de los sintomas, edad al diagnéstico y meses en tratamiento.
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Tabla 20. Datos clinicos de pacientes con IDVC

° =
3 2 8 5 . =
0 [ < s 8 © @ <
> & s T - © & L a g ~
i ERR - 8 9 2 44 P G & b < £ O
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Grupo BMO
1 44|V 17 34 123 Malabsorcién, Expectoracion si 2 37 25 si
2 40/V 34 37 36 Expectoracion, Diarreas no infecciosa no 2 83 98 si
3 18/V 2 6 132 Expectoracion no 2 91 92 no
4 44/M 12 40 40 Nada si 1 67 75 no
5 42/M 13 30 144 Malabsorciéon, artralgias no 1 80 84 si
6 53/M 37 50 36 Nada no 1 86 99 no
7 15/M 10 12 39 Malabsorcion, Expectoracion no 2 66 61 si
8 28/V 4 6 252 Malabsorciéon si 1 84 102 si
9 34/V 6 24 120 Malabsorcién, Expectoracion si 2 89 87 si
10 23/M 6 15 96 Malabsorcién no 1 112 116 si
11 24/M 13 16 96 Expectoracion si 2 60 52 no
12 16/M 6 16 4 Nada si 0 nd nd si
13 25/V 4 11 2 Expectoracion no 2 73 80 no
14 21/V 5 9 132 Expectoraciéon, DR si 2 101 99 no
15 61/M 9 59 28 Expectoracion, Diarreas no infecciosas si 2 62 63 no
16 54/M 7 41 156 Expectoraciéon, Anorexia si 2 75 55 si
17 51/M 38 46 48 Expectoracion, DR si 2 78 51 si
18 38/M 14 27 134 Malabsorcién si 1 72 71 si
media 31/38M 13.2 26.6 89.9 77.4 771
Grupo BM1
19 19/V 4 9 123 Expectoracion si 2 91 95 no
20 21/M 9 13 87 Nada no 0 81 84 no
21 25/V 17 19 74 Malabsorcion no 1 88 97 si
22 20/V 8 16 25 Nada no 0 94 105 no
23 45/M 34 39 64 Malabsorcién si 1 88 88 no
24 56/V 4 25 27 Nada no 1 91 88 no
25 33/M 22 33 3 Expectoracion no 2 nd nd no
26 63/M 40 59 45 Nada no 1 63 66 no
27 61/V 30 54 84 Nada no 1 142 112 no
28 44|V 16 34 88 Malabsorcion si 1 76 70 si
29 58/V 30 54 36 Nada no 0 95 102 si
30 33/V 12 23 120 Nada no 1 97 112 no
31 44/M 25 41 27 Nada no 1 106 107 no
32 38/M 13 37 5 Nada si 0 95 94 no
33! 64/V 33 43 240 Expectoracion si 2 97 94 si
34 25/M 9 10 192 Nada no 0 87 87 no
media 42/40M 19.1 31.8 77.5 92.7 93.4
Grupo BM2
35 141V 5 7 80 IRR no 0 nd nd no
36 18/V 5 6 120 Nada no 0 115 134 no
37 53/V 46 51 24 Nada no 0 100 115 si
38 30/M 11 21 108 Nada no 0 115 125 no
39 50/M 48 49 12 Nada no 0 nd nd no
40 34/V 4 33 9 Nada si 0 100 106 no
41 281V 4 6 252 Nada no 0 nd nd no
media 29/40M 17.6 24.7 86.4 107.5 120.0
Todos
media 25VI/34M 16 28.7 82.4

*** Bronquiectasias: 0= sin evidencia de bronquiectasias en TAC; 1=presente en TAC pero clinicamente silentes; 2 = presentes en TAC y expectoracion habitual
$ Los valores de CVF y VEMS se expresaron como porcentaje de los predictivos establecidos por Roca et al (ref. 92). CVF: Capacidad Vital Forzada, VEMS: volumen espiratorio maximo en |
# Historia Familiar: Se indica la patologia encontrada en los familiares de primer grado de los pacientes estudiados. Sp: casos esporadicos, nd: datos no disponibles.

Nota: Se indican los datos clinicos mas relevantes, asociados ala IDVC, para cada paciente. Abreviaturas: IRR: Infecciones Respiratorias Recurrentes, DR: Diarreas recidivantes,

DIgA: Déficitde IgA, HipoT: Hipotiroidismo, PTI: Purpura Trombocitopenica idiopatica, AHAI: Anemia Hem olitica Autoinmune, NL: N6dulos linfaticos, EAI:

Enfermedad Autoinmune.
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En 35 del total de 41 pacientes con IDVC se estudiaron los familiares de primer
grado. Destaco el hecho de que en 7 casos (20%) se hallé otra IDP en uno o
varios familiares, en forma de IDVC (6 casos) y déficit de IgA con déficit de
IgG2 (un caso). En 5 (14%) de los pacientes habia antecedentes familiares de
enfermedad autoinmune. En la tabla 21 se muestra la distribucién de los casos
con historia familiar positiva, dentro de la clasificacion BM. El 71,4% (5/7) de
pacientes con historia familiar positiva para la IDP, pertenecieron al grupo BMO.
Sin embargo, el riesgo relativo (RR) de transmision de la enfermedad a los
familiares de los pacientes en este grupo, no alcanzé el grado de la
significacion estadistica (RR = 2,06; (el intervalo de confianza (IC) del 95% fue
de 0,47 a 9,04; p=0,2).

Historia familiar BMO | BM1 | BM2 | Total
IDP 5 1 1 7
EAI 3 2 0 5
Casos esporadicos 9 11 3 23
Total 17 14 4 35

Tabla 21. Distribucién de pacientes con antecedentes familiares estudiados, segun el grupo
BM vy la patologia encontrada. IDP: Inmunodeficiencia primaria, EAl: Enfermedad autoinmune

Las diferencias en la frecuencia de otras IDP entre los familiares de los
pacientes con IDVC entre los grupos BMO, BM1 y BM2 no fueron
estadisticamente significativas. Sin embargo, es de destacar el hecho de

gue 5 de los 7 casos familiares se hallaron en el grupo BMO.

4.2.3.2. Caracterizacion clinica de los pacientes con IDVC clasificada en

grupos BM

En las tablas 7.1. y 20 se resumen los datos clinicos analizados de los 41
pacientes con IDVC incluidos en el estudio. Las infecciones respiratorias fueron
las mas frecuentes, siendo las manifestaciones clinicas iniciales en el 87,8%
(36/41) de los pacientes, tabla 7.1. El 46,3% (19/41) de pacientes presento
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neumonia, el 24,4% (10/41) bronquitis y el 17,1% (7/41) infecciones de vias
altas. El resto de los pacientes (5/41, 12,2%) debuté con enfermedad
autoinmune. El 17% (7/41) de los pacientes presentd, ademas, sintomas

digestivos.

Entre las manifestaciones clinicas que llevaron al diagndstico, también destaco
la presencia de infecciones respiratorias, tabla 7.1. o 20. Estas afectaron al
90% (37/41) de los pacientes. El 10% (4/41) restante padecié enfermedad
autoinmune (3 casos) o patologia digestiva aislada (1 caso). El 46% (19/41) de
los pacientes presentaron en el momento del diagndstico junto con las

infecciones respiratorias recurrentes las diarreas recidivantes.

A) Manifestaciones Respiratorias

Las infecciones respiratorias recurrentes fueron el motivo del diagnéstico en 37
del total de 41 pacientes. A lo largo del seguimiento clinico se objetivaron
bronquiectasias, mediante el TAC de toérax de alta resolucién, en 27 de 41
pacientes, 16 pertenecieron al grupo BMO y 11 al grupo BM1. Ningun paciente
del grupo BM2 presentd bronquiectasias. Trece de estos 27 pacientes con
bronquiectasias presentaban tos productiva, con expectoracion matutina
habitual: 10 pertenecieron al grupo BMO y 3 al BM1. En 14 pacientes se
hallaron bronquiectasias sin expectoracion: 6 pertenecieron al grupo BMO y 8 al

grupo BM1.

En la figura 23 se muestra la distribucion de pacientes con infecciones
respiratorias recurrentes (IRR) en el momento del diagndstico que
desarrollaron, a lo largo del seguimiento clinico, bronquiectasias (BR), con o sin
expectoracion, en los tres grupos BM de pacientes. Del total de pacientes con
antecedentes de IRR en el grupo BMO, el 56% (10/18) desarrollaron
bronquiectasias con expectoracion, frente al 23% (3/13) del grupo BM1 y el 0%
(0/6) del grupo BM2, p<0,05.
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Figura 23: Desarrollo de bronquiectasias (BR), con o sin expectoracién, en pacientes con
antecedentes de Infecciones Respiratorias Recurrentes (IRR). El total de pacientes con IRR
(100%) en cada grupo BM fueron: 18 pacientes en el grupo BMO, 13 en el BM1 y 6 en el BM2.
El 56% (10/18) de pacientes del grupo BMO desarrollaron bronquiectasias con expectoracion,
frente al 23% (3/13) de pacientes del grupo BM1 y 0% (0/6) del grupo BM2, p<0,05.

El riesgo relativo de desarrollar bronquiectasias con expectoracién fue 3,52
veces mayor (IC del 95% = 1,15 - 10,76, p<0,05) en los pacientes
pertenecientes al grupo BMO. No encontramos diferencias significativas entre
grupos de pacientes con o sin bronquiectasias, y grupos con o0 sin
expectoracion, en cuanto a edad actual, edad de inicio de sintomas, retraso en

el diagndstico o meses en tratamiento.

Se analizaron los resultados de las pruebas de funcién respiratoria (PFR), la
capacidad vital forzada (CVF) y el volumen espiratorio maximo en el primer
segundo (VEMS) en 17 de 18 pacientes del grupo BMO, en 15 de 16 pacientes
del BM1 y en 4 de 7 del grupo BM2, tabla 20. En la figura 24 se muestran los
valores de la media (IC del 95%) de CVF y VEMS obtenidas en cada grupo BM.
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Figura 24: Valores de las pruebas de funcién respiratoria (PFR) en pacientes con IDVC por
grupos BM. Tanto la capacidad vital forzada (CVF) como el volumen espiratorio maximo en el
primer segundo (VEMS) eran significativamente mas bajos en el grupo BMO que en el grupo
BM1 y BM2, p<0,005.

Tanto la CVF como la VEMS fueron significativamente inferiores en el grupo de
pacientes BM0O, comparado con el grupo BM1 y éstos a su vez inferiores en
respecto al grupo BM2. La CVF fue del 77% = 17% en el grupo BMO vs. 92% *
17% en el grupo BM1 y 104% + 8% en el grupo BM2, p<0,005. La VEMS fue
del 77% = 23% en el grupo BMO vs. 93% £ 14% en el grupo BM1y 110% £16%
en el grupo BM2, p<0,001.

Tanto la CVF como la VEMS fueron significativamente inferiores en el grupo de
pacientes con bronquiectasias, comparado con los pacientes sin
bronquiectasias. La CVF fue del 83% % 20% en los pacientes con
bronquiectasias vs. 97% = 10% en los pacientes sin bronquiectasias, p<0,05.
La VEMS fue del 83% £ 23% en los pacientes con bronquiectasias vs. 101% *
15% en los pacientes sin bronquiectasias, p<0,03. La VEMS mas disminuida
(77% = 17%) fue observada en los pacientes con bronquiectasias con

expectoracion.

La enfermedad pulmonar crénica (EPC), definida como la disminuciéon de la

CVF yl/o la VEMS por debajo del 80% del valor tedrico establecido por Roca y

0

colaboradores™ en los pacientes con bronquiectasias, se evidencid en 11
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pacientes, 9 del grupo BMO y 2 del grupo BM1, p<0,05. Cabe destacar, a modo
descriptivo, que 4 de los pacientes del grupo BMO y ninguno del grupo BM1
presentaron PFR inferiores al 60%, lo que se considera, segiin Roca y col™,
una EPC grave. No encontramos diferencias significativas entre grupos de
pacientes con o sin enfermedad crénica pulmonar, en cuanto a edad actual,

edad de inicio de sintomas, retraso en el diagndstico o meses en tratamiento.

Pertenecer al grupo BMO se podria asociar con el riesgo de desarrollar
una enfermedad pulmonar crénica y bronquiectasias con expectoracion
(p<0,05). Este riesgo parece no depender de la edad del inicio de

sintomas, del retraso en el diagnostico ni del tiempo de evolucion.

B) Manifestaciones Digestivas

En el momento del diagndstico el 49% (20/41) de los pacientes presentaron
diarreas recidivantes (DR), tabla 20. El patégeno detectado con mayor
frecuencia en estos pacientes fue la Giardia lamblia (datos no mostrados). A lo
largo del seguimiento clinico se objetivd un sindrome de malabsorcion o diarrea
cronica, con clara repercusion en el estado general con bajo peso, astenia y
malnutricién (datos no mostrados) en doce pacientes: 9 pertenecieron al grupo
BMO y 3 al grupo BM1. Ningun paciente del grupo BM2 desarrollé un sindrome
de malabsorcion o diarrea cronica. En la figura 25 se muestra la evolucion de
las DR a un sindrome de malabsorcion y/o diarreas crénicas en los pacientes

por grupos BM.

Del total de pacientes con los antecedentes de DR en el grupo BMO, el 82%
(9/11) desarrollo, a lo largo del seguimiento clinico, un sindrome de
malabsorcién o diarrea crénica con repercusion importante en el estado
general, frente al 50% (3/6) de pacientes con DR en los antecedentes del grupo
BM1 y 0% (0/6) en el grupo BM2, p<0,005. En dos de los pacientes del BMO
con los antecedentes de DR, éstas persistieron a lo largo del seguimiento

120



clinico, sin una clara repercusion en el estado general. No se encontraron
diferencias significativas entre grupos de pacientes con o sin sindrome de
malabsorcién o diarrea cronica en cuanto a la edad actual, edad del comienzo

de sintomas, retraso en el diagndstico o meses en tratamiento.

EVOLUCION DE LAS DIARREAS RECIDIVANTES (DR) EN PACIENTES CON IDVC POR GRUPOS BM

100% —

80%

60%

40%

20%

0%+ BM1
DR en los Sd. Malabsorcién DR BMO
antecedentes Diarrea crénica
mBMO 100% 82% 18%
mBM1 100% 50% 0%
oBM2 100% 0% 0%

Figura 25: Evolucién de las diarreas recidivantes (DR) a sindrome de malabsorcién y/o diarrea crénica en
los tres grupos de pacientes. El total de pacientes con DR (100%) en cada grupo BM fueron: 11 pacientes
en el grupo BMO, 6 en el BM1 y 3 en el BM2. El 82% de pacientes (9/11) del grupo BMO desarrollaron
sindrome de malabsorcidon o diarrea cronica, frente al 50% (3/6) del grupo BM1 y 0% del grupo BM2,
p<0,05. Las DR persistieron en el 18% de pacientes (2/11) del grupo BMO.

Los pacientes del grupo BMO desarrollaron sindrome de malabsorcion o
diarrea cronica con repercusion importante en el estado general mas
frecuentemente que los pacientes del grupo BM1 y BM2, (p<0,05). El
desarrollo de esta sintomatologia intestinal grave se dio en los pacientes
independientemente de la edad del inicio de sintomas, del retraso en el

diagnostico y del tiempo de evolucion.

C) Manifestaciones Linfoproliferativas

En 16 de 41 pacientes (39%) se detectd esplenomegalia en el TAC toraco-

abdominal, tabla 20. De éstos, 11 pacientes pertenecieron al grupo BMO, 4 al
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grupo BM1, y 1 al grupo MB2, (p<0,05). Es decir, la esplenomegalia se detectd
en el 61% (11/18) de pacientes del grupo BMO, en el 25% (4/16) del grupo BM1
y en el 14% (1/7) del grupo BM2, p<0,05.

Se objetivaron linfadenopatias en el TAC toraco-abdominal en 15 de 41
pacientes (37%), tabla 20. De éstos, 11 pacientes pertenecieron al grupo BMO
y 4 al grupo BM1, (p<0,01). Es decir, la presencia de linfadenopatias se detecto
en el 61% (11/18) de pacientes del grupo BMO, en el 25% (4/16) del grupo BM1
y en el 0% (0/7) del grupo BM2, p<0,05.

Las manifestaciones linfoproliferativas (esplenomegalia y/o aumento de
ganglios linfaticos) se evidenciaron en el 78% (14/18) de pacientes del grupo
BMO, en el 31% (5/16) del grupo BM1 y en el 14% (1/7) del grupo BM2,
p<0,005.

Los pacientes del grupo BMO presentaron manifestaciones

linfoproliferativas con una mayor frecuencia (p<0,005).

D) Manifestaciones Autoinmunes

Al momento del diagnéstico y/o a lo largo del seguimiento clinico, 17 (41%)
pacientes presentaron patologia autoinmune, tabla 20. De éstos, 10 pacientes
pertenecieron al grupo BMO, 6 al grupo BM1, y 1 al grupo MB2. La patologia
autoinmune se diagnosticé en el 55% (10/18) de pacientes del grupo BMO, en
el 38% (6/16) del grupo BM1 y en el 14% (1/7) del grupo BM2, (p=0,1).

Las manifestaciones mas frecuentes fueron citopenias, afectando a 8
pacientes; 5 del grupo BMO y 3 del grupo BM1. (Nota: La anemia perniciosa no
fue incluida en este recuento, ya que esta citopenia no es consecuencia de

anticuerpos dirigidos frente a autoantigenos de las células hematoldgicas.) En
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el momento del estudio, los pacientes estaban en remision clinica y ningun

paciente recibia tratamiento inmunosupresor.

Las diferencias de frecuencia de los procesos autoinmunes en el grupo

BMO, BM1y BM2 no fueron estadisticamente significativas, (p=0,1).

4.2.3.3. Datos inmunoldgicos de pacientes con IDVC

En la tabla 22 se resumen los datos inmunolégicos analizados en 41 pacientes
con IDVC incluidos en el estudio. Entre los datos mas relevantes destaca la
presencia de niveles indetectables de la IgA y/o IgM en 29 (71%) de pacientes,
14 del grupo BMO (14/18, 77%), 14 del grupo BM1 (14/16, 88%) y uno del
grupo BM2 (1/7, 14%), (p<0,001).

El porcentaje y/o numero absoluto de linfocitos CD3+ estaba disminuido en 7
pacientes, el de CD4+ en 11, el de CD19+ en 8 y el de NK en 11. El porcentaje
y/o numero absoluto de linfocitos T CD8+ estaba aumentado en 8 pacientes.
Hubo inversién de cociente CD4+/CD8+ en 5 pacientes. Al menos una de estas
alteraciones linfocitarias descritas estuvo presente en el 72% (13/18), 44%
(7/16) y 29% (2/7) de pacientes del grupo BMO, BM1 y BM2, respectivamente,

sin diferencias significativas (p=0,1).

La funcion linfocitaria valorada mediante la cuantificacién de los linfocitos T que
expresaron el CD69 tras la estimulacion con anti-CD3 se realizé en 16 de 18
pacientes del grupo BMO, en 14 de 16 pacientes del BM1 y en 5 de 7 del grupo
BM2. El 69% (11/16) de pacientes del grupo BMO, el 50% (7/14) del grupo BM1
y el 60% (3/5) del grupo BM2 presentaron una baja respuesta a estimulacion de
las células T CD4+ con anti-CD3. Tampoco se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al comparar los valores medios de células T
activadas, CD4+HLA-DR+ y CD8+HLA-DR+, entre los grupos BM de pacientes,
tabla 22.
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Diez pacientes presentaron linfopenia, 6 leucocitosis y 5 plaquetopenia, tabla
22. En 18 pacientes se encontraron valores de hemoglobina por debajo de los
limites normales, que junto con el volumen corpuscular medio de eritrocitos
disminuido, indica la presencia de una anemia microcitica ferropénica (datos no
mostrados) que se encuentra en los cuadros inflamatorios cronicos. El 50% de
los pacientes del grupo BMO y del BM1 pero ninguno del grupo BM2
presentaron estos rasgos de anemia microcitica. El 72% (13/18) de pacientes
del grupo BMO, el 50% (8/16) del grupo BM1 y el 43% (3/7) del grupo BM2

presento algunas de las alteraciones en el hemograma descritas.

Las alteraciones linfocitarias analizadas fueron més frecuentes en los
pacientes del grupo BMO y BM1 pero sin diferencias estadisticamente
sigificativas comparado con el grupo BM2 (p<0,1). Valores indetectables
de IgA, IgM, leucocitosis, linfopenia y rasgos de anemia microcitica se

limitaron, a excepcion de un caso, a los grupos BMOy BM1.
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Tabla 22. Datos inmunolégicos de pacientes con IDVC
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L O O O O O - = = = I Ult IgG1|ult IgG2Jult IgG3| (mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL)
Grupo
BMO
1 44/v 3100 2170 70 [1023 33 868 28 1.2 527 17 341 11 W49 43 79 54 34 538 <7 77 7500 231 12.8 541 214 21 560 116 90
2 40/V 1000 660 66 450 45 190 19 2.4 120 12 200 20 10 25 91 35 20 846 <7 10 5500 209 13.5 607 231 103 513 33 162
3 18/V 1400 1064 76 700 50 322 23 2.2 210 15 84 6 6 25 90 65 50 776 308 33 8300 323 12.3 nh nh nh 247 5 88
4 44/M 2600 2340 90 598 23 1768 68 0.3 182 7 52 2 32 67 77 36 48 663 <7 <5 6200 315 11.5 340 313 6 88 23 <5
5 42/M 4100 2501 61 861 21 1599 39 0.5 123 3 1353 33 45 71 78 48 66 443 <7 11 11200 547 8.3 430 172 20 200 60 8
6 53/M 900 639 71 270 30 342 38 0.8 135 15 117 13 16 32 nd nd nd 972 23 35 4700 260 13 775 216 15 252 37 8
7 15/M 3300 2706 82 2112 64 594 18 3.6 462 14 99 3 17 11 61 31 32 660 14 59 11400 327 14.3 466 178 43 288 52 95
8 28/V 2000 1580 79 860 43 620 31 1.4 240 12 180 9 10 9 89 61 48 683 <7 46 6600 193 13.9 287 214 5 88 23 <5
9 34/V 1600 1424 89 768 48 592 37 1.3 64 4 80 5 3 9 nd nd nd 687 <7 <10 7700 208 14.5 353 187 33 ND ND ND
10 23/M 800 536 67 240 30 264 33 0.9 48 6 208 26 9 29 87 31 42 797 <7 <10 6200 214 13.4 613 205 16 ND ND ND
11 24/M 3300 2376 72 957 29 1386 42 0.7 594 18 297 9 45 27 87 56 61 688 <7 16 12800 226 15.8 272 185 23 122 5 9
12 16/M 1200 960 80 576 48 348 29 1.7 108 9 108 9 12 22 69 36 33 725 <7 <10 5000 146 13.3 262 241 7 ND ND ND
13 25/V 3500 2905 83 665 19 2030 58 0.3 385 11 140 4 46 41 86 45 43 729 <7 <10 9000 265 14.3 413 206 13 103 5 49
14 21/V 2600 2158 83 | 1274 49 598 23 2.1 312 12 130 5 6 8 91 40 42 415 <7 <10 11400 249 15.4 nh nh nh 177 170 7
15 61/M 900 666 74 495 55 171 19 2.9 171 19 54 6 7 17 88 20 31 894 77 90 5100 181 12 nh nh nh 419 59 21
16 54/M 1242 1018 82 435 35 559 45 0.8 87 7 124 10 36 81 76 32 24 591 23 <10 3270 103 13 396 181 10 ND ND ND
17 51/M 800 640 80 440 55 184 23 2.4 96 12 64 8 17 28 86 43 36 600 23 <10 5100 201 11.9 277 281 5 170 46 11
18 38/M 1700 1241 73 884 52 306 18 2.9 272 16 153 9 16 9 92 34 33 721 <7 21 5600 262 12.7 376 178 17 ND ND ND
media 31V/38 2002 1532 77 756 41 708 33 1.6 230 12 210 10 20 31 74 37 36 690 7365 248 13.1
Grupo
BM1
19 19/V. 1000 710 71 430 43 200 20 2.2 180 18 90 9 6 9 95 35 31 537 <7 <10 5300 224 16.2 165 136 10 80 39 14
20 21/M 2100 1659 79 | 1197 57 441 21 2.7 315 15 105 5 5 9 85 51 40 497 <7 16 11700 292 12.4 240 114 12 244 44 39
21 25/V 1000 730 73 400 40 490 49 0.8 80 8 130 13 nd nd 79 47 38 550 <7 <10 6600 149 13 268 144 9 185 67 23
22 20/V 2400 1632 68 1104 46 456 19 2.4 408 17 288 12 6 13 85 61 57 449 17 12 8000 202 14.4 342 86 5 352 5 <5
23 45/M 2000 1520 76 880 44 580 29 1.5 220 11 200 10 4 6 44 68 76 413 <7 46 9100 509 8.9 194 191 5 151 96 <5
24 56/V 2100 1449 69 399 19 987 47 0.4 273 13 336 16 19 30 68 26 39 695 <7 <10 10000 243 12.3 611 210 28 ND ND ND
25 33/M 1500 1125 75 495 33 585 39 0.8 180 12 135 9 14 49 80 56 56 334 <7 30 4900 232 8.7 181 104 6 130 5 9
26 63/M 800 560 70 296 37 224 28 1.3 168 21 64 8 20 28 nd nd nd 992 <7 <10 3300 77 12.4 531 242 28 209 23 <5
27 61/V 2400 1512 63 624 26 744 31 0.8 216 9 600 25 nd nd 51 32 27 669 <7 45 9730 252 13.1 468 187 74 146 73 27
28 44/V 1500 1275 85 645 43 570 38 1.1 75 5 135 9 20 51 91 53 42 863 <7 10 5800 199 14.3 630 179 26 168 11 <5
29 58/V. 1510 1208 80 725 48 483 32 1.5 121 8 181 12 37 52 88 30 37 542 <7 48 5650 186 15 nh nh nh ND ND ND
30 33/V 1600 1152 72 672 42 416 26 1.6 176 11 256 16 nd nd nd nd nd 508 <7 <10 7900 193 14.1 210 208 27 ND ND ND
31 44/M 1600 1136 71 688 43 384 24 1.8 176 11 256 16 3 5 86 68 56 903 277 138 8400 292 12.3 662 243 31 381 10 22
32 38/M 2000 1520 76 740 37 800 40 0.9 220 11 240 12 7 28 95 43 52 696 <7 <10 5400 184 13.2 291 261 5 75 40 <5
33 64/V 700 637 91 315 45 294 42 1.1 42 6 14 2 38 45 78 28 31 499 <7 <10 2200 87 12.2 200 248 <5 200 248 <5
34 25/M_ 2900 2320 80 | 1131 39 1102 38 1.0 435 15 116 4 12 14 92 45 40 610 <7 52 9300 186 13.2 289 203 <5 348 5 12
media 42V/40 1694 1259 75 671 40 547 33 1.4 205 12 197 11 12 21 70 40 39 610 7080 219 12.9
Grupo
BM?2
35 14/V 2900 2204 76 | 1450 50 696 24 2.1 406 14 232 8 4 8 95 65 59 689 21 55 6000 234 13.8 376 198 16 309 45 21
36 18/V 2200 1826 83 1166 513} 506 23 2.3 154 7 176 8 6 11 97 65 58 611 24 20 5900 186 14.6 204 100 9 290 60 34
37 53/V 1210 871 72 593 49 290 24 2.0 169 14 85 7 21 33 86 44 42 687 35 40 4120 145 15 nh nh nh 281 83 5]
38 30/M 2210 1790 81 1260 57 508 23 2.5 243 11 133 6 ~nd nd 76 42 33 635 85 98 6680 139 13.6 301 153 15 275 128 44
39 50/M 1370 1123 82 452 33 534 39 0.8 55 4 178 13 18 37 nd nd nd 621 <7 16 5910 180 12.9 424 218 9 ND ND ND
40 34/V 1600 1216 76 800 50 352 22 2.3 208 13 96 6 nd nd 85 39 39 667 59 38 5200 264 15.8 416 257 13 75 16 8
41 28/V__1800 1134 63 666 37 414 23 1.6 378 21 234 13 7 14 87 58 43 566 81 16 6300 173 15.1 334 190 29 280 34 32
media_29V/40 1899 1452 76 912 47 472 25 1.9 230 12162 9 8 15 75 45 39 639 5730 189 14.4
Todos
media 25/34M 1700 76 43 29 12 9 13 26 86 44 41 663 6975 227 13.2

Nota: Datos inmunolégicos, en el momento del estudio, de los pacientes con IDVC. Los valores escritos en rojo y en violeta indican valor por debajo
y encima, respectivamente, delrango de la normalidad para la edad, nd: datos no disponibles.
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4.2.3.4. Caracterizacion clinica e inmunoldgica de los pacientes con IDVC
clasificados en grupos BM- RESUMEN.

El grupo de pacientes con ausencia de LB de memoria, grupo BMO, presenté la
patologia clinica mas grave. El 89% de estos pacientes presentaron
bronquiectasias, acompanadas de expectoracion habitual en mas de la mitad
de los casos (56%). En el 50% (9/18) de los pacientes se evidencio la
enfermedad pulmonar crénica (EPC), definida como una disminucién de la CVF
y/o la VEMS por debajo del 80% del valor tedrico establecido por Roca y

colaboradores™'

en presencia de bronquiectasias. El 61% presentaron clinica
digestiva en el momento del diagndstico y el 50% desarrollaron sindrome de
malabsorcidon o diarrea crénica con repercusion importante en el estado
general. La patologia autoinmune se diagnostico en el 55% vy las
manifestaciones linfoproliferativas se objetivaron en el 78% de los pacientes de

este grupo.

En cuanto al fenotipo inmunoldgico, en el 77% de pacientes del grupo BMO se
detectd déficit de IgA y/o déficit de IgM. El 72% de pacientes presentaron
alguna alteracién celular estudiada: la disminucion del porcentaje y/o numero
absoluto de los linfocitos CD3+ se encontré en 5 pacientes, de los CD4+ en 6,
de los CD19+ en 4, de las NK en 7 y un aumento del porcentaje y/o numero
absoluto de los CD8+ en 5 de los 18 pacientes de este grupo. Ademas, en el
72% (13/18) de pacientes de este grupo se hallaron alteraciones en el

hemograma (linfopenia, leucocitosis, plaquetopenia, anemia ferropenica).

El siguiente grupo mas afecto fue el grupo BM1. Este grupo tenia células B de
memoria pero éstas no efectuaron el cambio de isotipo. El 69% (11/16) de
estos pacientes presentd bronquiectasias, acompafnadas de expectoracion en
el 19% de los pacientes. En el 13% de los pacientes se evidencio la
enfermedad pulmonar cronica (EPC). El 37% de los pacientes presento clinica
digestiva en el momento del diagndstico y el 19% desarrollé un sindrome de
malabsorcién. Los procesos autoinmunes afectaron al 37% y las

manifestaciones linfoproliferativas al 31% de pacientes de este grupo.
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El 75% de pacientes del grupo BM1 cursé con déficit de IgA y/o déficit de IgM.
El 44% de los pacientes presentaron alguna alteracion celular estudiada:
disminucién del porcentaje y/o numero absoluto de los linfocitos CD3+ se
encontro en 2 pacientes, de los CD4+ en 5, de los CD19+ en 3, de las NK en 3
y un aumento del porcentaje y/o numero absoluto de los CD8+ en 3 de los 16
pacientes de este grupo. Ademas, en el 50% (8/16) de pacientes de este grupo
se hallaron alteraciones en el hemograma (linfopenia, leucocitosis,

plaquetopenia, anemia ferropenica).

Los pacientes con el fenotipo de LB de memoria menos alterado formaron el
tercer grupo. La proporcion de los LB de memoria totales y los con cambio de
isotipo en el grupo BM2 fue similar a la del grupo control. El fenotipo clinico fue
también mas leve. Los pacientes de este grupo no presentaron bronquiectasias
ni desarrollaron sindrome de malabsorcién. Se detecté enfermedad autoinmune
y esplenomegalia en un sélo paciente de este grupo, otro presentd déficit de
IgA, junto con una disminucion de los linfocitos CD19+ y disminucién de los
valores de hemoglobina, otro presenté una disminucion de las células NK,
leucopenia y plaquetopenia. Plaquetopenia se evidencio también en un otro

paciente de este grupo, tabla 22.

4.3. Resultados de ICOS

Al revisar los pacientes con diagnostico de IDVC encontramos que algunos de
ellos tenian familiares en primer grado con otras inmunodeficiencias y/o
enfermedades autoinmunes, por lo cual decidimos estudiar en ellos la
expresion de la molécula ICOS, debido a que se menciona que el 20-25% de

los casos son casos familiares®®'®

, presentando una forma de herencia
autosomica dominante y recesiva’®.

Se eligieron 3 familias en las cuales tenian uno o mas personas con
diagndstico de IDVC o deficiencia de IgA, otros presentaban dentro de la
misma familia, alguna enfermedad autoinmune, también se estudiaron 4
pacientes las cuales en la etapa inicial de la enfermedad tenian el diagnéstico

de DIgA, y posteriormente evolucionaron al diagnostico de IDCV. Se revisaron
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los datos clinicos y de laboratorio (tablas 10, 11, 12 y 13, material y métodos),
correlacionando con los datos encontrados en los pacientes deficientes de
ICOS, de acuerdo a lo reportado por Grimbacher, et.al’®. En los cuales
realmente no encontramos correlacion con lo reportado por este autor, y
nuestros casos familiares.

En la figura 7, se mostraron las imagenes de la curva de expresion de ICOS a
diferentes tiempos de estimulacién y en las figuras 26, 27, 28, 29, 30 y 31, se
muestra el pedegree de cada una de las familias con la imagenes de la

expresion de ICOS en los pacientes estudiados y controles.
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Figura 26.- Familia 1 (DC), se muestra el pedigri de la familia, asi como la expresion en ICOS
en el caso afectado.
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Figura 27.- Familia 2 (MC), se muestra el Pedigri, asi como la imagen de la expresién de ICOS

en el paciente afectado con IDCV en la familia.
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Figura 28.- Familia 3 (CU), se muestra el pedigri de la familia, asi como las imagenes de la

expresion de ICOS en 2 personas sanas de la misma familia y en 3 afectados de IDCV
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Figura 30.- Imagen de la expresion de ICOS, en un paciente con IDCV, el cual tiene familiares

en primer grado que han fallecido por infecciones severas (con diagnostico de ALX).
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5. DISCUSION

La caracteristica principal de la IDVC es la heterogeneidad (edad de
presentacion de los primeros sintomas, manifestaciones clinicas, alteraciones
inmunoldgicas, etc). Frente a este hecho nosotros postulamos que una fuente
de la heterogeneidad fenotipica presente en los pacientes con IDVC podria ser
debida al error diagnéstico.

Actualmente, el diagndstico de la Inmunodeficiencia Variable Comun (IDVC) se
hace en base a la presencia de un fenotipo clinico (pacientes con infecciones
sinopulmonares y gastrointestinales recurrentes, infecciones bacterianas
graves por gérmenes capsulados, enfermedades autoinmunes, etc) y a un
fenotipo inmunoldgico (descenso significativo de los niveles séricos de IgG e
IgA asociados a niveles bajos o normales de IgM y una respuesta nula de
anticuerpos)'?, en donde se excluyen otros defectos primarios (sindrome de
Hiper-lgM, agammaglobulinemia ligada al X o autosémica recesiva, etc) o
secundarios de anticuerpos (sindrome nefrético, enteropatias con pérdidas de
proteinas, enfermedad linfoproliferativa, infecciones virales, algunos farmacos,
etc)®. Esta sistematica de trabajo tiene sus puntos débiles, ya que tras este
diagndstico diferencial se obtiene un “cajon de sastre” de pacientes con
hipogammaglobulinemia donde es posible y probable una catalogacion
erronea. Algunas de las fuentes de este error podrian ser las siguientes:

8 en otras inmunodeficiencias primarias

a) La existencia de casos atipicos*
(IDP) que podrian producir sobrelapamientos fenotipicos con la IDVC, b) la
ausencia de pruebas diagndsticas de laboratorio especificas para la IDVC, c) el
desconocimiento de la etiologia de la enfermedad en la mayoria de los casos,
d) la heterogeneidad en las manifestaciones clinicas al debut de la enfermedad,
e) la presencia de casos en donde se ha evolucionado de un déficit selectivo de
IgA (DIgA) a IDVC, y f) la variabilidad en la gravedad y en la evolucién de la

enfermedad entre los pacientes.

La existencia de estos errores en el diagndstico, podria conllevar a una serie de

consecuencias graves, ya que el tratamiento, el prondstico y el consejo
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genético familiar podrian variar entre las IDPs que tienen un fenotipo similar

pero una etiologia distinta.

En respuesta al primer punto, la existencia de casos atipicos en otras
inmunodeficiencias primarias (IDP) que producen sobrelapamientos fenotipicos
con la IDVC, nosotros propusimos disefiar un método de cribaje que sirviese
para excluir a los pacientes diagnosticados de IDVC pero que en realidad
padecian otra IDP de origen molecular conocido. Este “screening” deberia
cumplir una serie de caracteristicas: que fuese capaz de estudiar la expresién
de proteinas asociadas a IDP con fenotipo similar a la IDVC, y que este estudio
se hiciese mediante un meétodo accesible y reproducible en cualquier
laboratorio clinico de inmunologia. Las proteinas elegidas fueron la btk (ALX),
SAP (XLP) y p56lick (Déficit de Ick)''®""%2*  No incluimos en el perfil el estudio
del CD40 y su ligando (CD154), porque ya lo habiamos estudiado en anteriores

trabajos'°.

Los métodos aconsejados eran la citometria de flujo o el western blot. Aunque
la citometria de flujo suele tener ciertas ventajas frente al western blot,
elegimos esta ultima técnica por la falta de disponibilidad de anticuerpos
aplicables a la citometria frente a estas moléculas. En base a la experiencia
que teniamos sobre la metodologia de estudio de la expresién de la btk'®,
decidimos elegir un sistema comercial de geles/membranas y tampones
(NuUPAGE de Novex), ya que presuponiamos que reduciriamos la variabilidad
de los resultados inter e intra analisis (habilidad técnica, etc). Otro punto
fundamental era la eleccion de los anticuerpos primarios. Las prioridades
fueron la fuente comercial y si eran monoclonales mejor para evitar ruido de
fondo y su posible aplicacién en un futuro a la citometria de flujo. La utilizacién
del anticuerpo monoclonal anti-Btk (Transduction Laboratories) tuvo un
resultado semejante al obtenido por el policlonal anti-Btk (donado por la Dra.
Kinnon del ICH)115, pero decidimos utilizar el primero por ser comercial. El
anticuerpo  monoclonal anti-lIck (Transduction Laboratorios) también
proporcion6 buenos resultados. Con el anticuerpo que tuvimos mas problemas
fue con los anticuerpos frente a la molécula SAP, ya que el policlonal (donado
por la Dra. Nichols'’, daba "background", y el comercial de Santa Cruz no

funcionaba. Para conseguir un test mas rapido probamos un sistema comercial
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“Unblot” (Pierce), en el cual se eliminaba la transferencia pero no funcioné en

los ensayos.

Del total de los pacientes estudiados sélo en un paciente (A5) la expresion de
la banda Btk fue negativa. Este hecho fue confirmado mediante el estudio de la
btk intracelular en los monocitos de los pacientes por citometria de flujo y por
analisis genético reportandose una mutacion en el exon 18 de C1790T, a nivel
proteico P597L (realizado en el Servicio de Inmunologia del Hospital
Universitario de la Paz de Madrid, Dra. MC Garcia). En el caso de la expresion
de la proteina Lck, no se encontraron casos con expresion negativa, y la

expresion de SAP fue normal también en todos los pacientes.

La presencia de casos dudosos como el paciente con XLA (C2) en donde
existia una débil expresion de la proteina Btk debida a una mutacion que

29 hos hizo

producia un defecto funcional de la proteina (actividad cinasa)
reflexionar que el estudio de la expresion de proteinas no es suficiente para el
diagndstico, sino que en ciertos casos hay que complementar con estudios de
valoracién de la funcién de las proteinas ''®'?°. De este modo el método para el
estudio de las proteinas asociadas a IDP se deberia componer de: expresion,

funcién y analisis mutacional.

Aunque en este grupo de pacientes so6lo hayamos rediagnosticado a un
paciente, esto no quiere decir que no haya errores en otras series mas amplias;
como lo demuestran recientemente los trabajos del “french national study on
adults with PID and hypogammaglobulinemia” (DEFI) (VII Meeting of the
European Society for Immunodeficiencies (ESID,Octubre 2006) donde
presentaron 2 comunicaciones “SAP deficiency may be diagnosed by
systematic  screening of a cohort of adults with primary
hypogammaglobulinemia” y “Bruton’s Tyrosine gene defects are frequent and
highly informative in the DEFI cohort” que dan argumentos para el uso rutinario
de estos tests en pacientes con hipogammaglobulinemia, ya que encontraron
2/84 pacientes diagnosticados de IDVC con mutaciones en el SH2D1A
(SAP)(199+3A>G y E67G) y 6 pacientes diagnodsticados de IDVC con
mutaciones en el gen BTK de un total de 62 varones. Ademas, la utilizacién de

estas pruebas de laboratorio para el soporte al diagndstico de IDVC han sido
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incluidas en la sistematica de trabajo de grupos especializados en IDPs como

la Clinica Mayo'®, hecho que respalda la utilidad de nuestra propuesta’®.

Este sistema de cribaje de la expresién de estas proteinas en pacientes con
IDVC nos puede servir de plataforma de un modelo mas completo que incluya
el estudio de otras futuras proteinas asociadas a IDP con fenotipo de IDVC
(ICOS, CD19, TACI, BAFFR, etc). Un sistema alternativo o complementario es
estudiar estas proteinas por citometria de flujo, intracelularmente™® y SAP ',
0 en lisados celulares mediante un nuevo sistema disefiado por Becton

Dickinson Biosciences.

La ausencia de pruebas diagnosticas de laboratorio especificas de IDVC
dificulta la catalogacion de los pacientes, por lo tanto nos pareci6 muy util
encontrar algun parametro inmunoldgico asociado con la gravedad clinica y el

142,143,144 era el

pronostico de los pacientes. Uno de los posibles candidatos
estudio inmunofenotipico de los linfocitos B de memoria, ya que las células B
de memoria son un elemento clave en el proceso de produccion de anticuerpos
y en la literatura se habia descrito su disminucién en pacientes con IDVC®#’.
Todo ello nos indujo a estudiar la caracterizacion clinico-inmunologica de los
pacientes con IDVC clasificada segun el fenotipo de los linfocitos B. Los
linfocitos B de memoria (CD19+CD27+) son las células responsables de una

produccion de anticuerpos rapida y eficaz frente a un antigeno especifico.

Warnatz et al®® de Freiburg, Alemania, en el afio 2002, propusieron la primera
clasificacion de los pacientes con IDVC basada en el numero y tipo de los LB
de memoria (Clasificacion de Freiburg). Segun esta clasificacién, los pacientes
del grupo 1 presentan una disminucién del porcentaje de células B de memoria
(CD27+IgM-IgD-), mientras que el grupo 2 tiene un porcentaje de estas células
similar al presente en los individuos sanos. A su vez, el grupo 1 se subdivide en
1a (pacientes con una proporcién incrementada de linfocitos B inmaduros
(CD21-) y en 1b (pacientes con un porcentaje normal de linfocitos B CD21-).
Sin embargo, la imagen citométrica de los LB CD21- es muy dispersa, con
limites de positividad o negatividad dificil de definir. Por todo ello, la valoracion

de las imagenes citométricas y por consiguiente la clasificacion de los
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pacientes podria no ser univoca. Poco después, en el aino 2003, Piqueras et
al®” de Paris, Francia, simplificaron esta clasificacion, basandose sélo en la
expresion de CD27 e IgD (Clasificaciéon de Paris). Estos dos marcadores
proporcionan unas imagenes citométricas mas claras y reproducibles. Por
dichos motivos, para clasificar a los pacientes con IDVC hemos utilizado la

Clasificacion de Paris®’.

Los linfocitos B (LB) de memoria son ceélulas clave en el proceso de formacion
de los anticuerpos y desde que se describié la molécula CD27 como su
marcador'®, la disminucion de estas células en los pacientes con IDVC ha sido
documentada®®87€3146.147 | 5 molécula CD27%¢™® es una glicoproteina
transmembrana de la familia del receptor de TNF y la interaccion con su ligando
CD70, en las células T activadas, juega un papel crucial en la diferenciacion de la
célula B a célula plasmatica®®. Por tanto, no es de extrafiar que los defectos de

LB CD27+ (memoria) sean Utiles para clasificar a los pacientes con IDVC®®¥'.

Bryant y col'®, describieron en 1990 un método de clasificacién funcional de
los enfermos con IDCV en base a la capacidad de sus células B de producir
inmunoglobulinas (lgs) in vitro. Segun esta clasificacion, los pacientes del grupo
A no producen ningun isotipo de Igs, los del grupo B secretan IgM y los
pertenecientes al grupo C son capaces de producir tanto IgM como IgG.
Diversos estudios describieron una buena correlacién entre las clasificaciones
basadas en la expresion de CD27 y las basadas en la produccion de Igs in

Vitr086,63,147

, ya que la secrecion de IgG depende de la presencia de LB de
memoria con cambio de isotipo. Por lo tanto, el grupo A de la clasificacion de
Bryant se corresponde al grupo BMO de la clasificacion de Paris, el grupo B al
grupo BM1 y el C al BM2%¥. La produccién de Igs in vitro es una técnica
laboriosa cuyos resultados son dificilmente extrapolables y comparables entre
laboratorios. Las ventajas de utilizar la citometria de flujo son su accesibilidad,
su estandarizacion relativamente facil y la buena reproducibilidad de los

resultados.

Utilizando la citometria de flujo y basandonos en la expresion de IgD y CD27,
identificamos tres subpoblaciones de LB (CD19+) en la sangre de donantes
sanos: los LB naive-virgenes, CD27-IgD+ (57 + 14%), las células CD27+IgD+

(17 £ 7%), que representan los LB de memoria sin cambio de isotipo, y la
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subpoblacion CD27+IgD- (22 £+ 10%) que define a los LB de memoria con
cambio de isotipo. El porcentaje de LB de memoria total fue del 39 + 13%.
Estos valores no difieren de los publicados por los autores de Freiburg®® y

Paris®” en controles sanos.

En los pacientes con IDVC estudiados por nosotros, la distribucion de las
subpoblaciones de LB fue muy diferente a la hallada en los controles. Se
observo una profunda disminucion de los LB de memoria (p< 0.0001), al igual

que han descrito otros grupos de trabajo®:7 63143,

Para la clasificacion de los pacientes con IDVC en grupos, segun la
cuantificacion de las subpoblaciones de LB de memoria, se ha utilizado como
punto de corte la media menos dos desviaciones estandar de las
determinaciones de estas subpoblaciones en los controles. Asi, el punto de
corte para los LB de memoria total fue 13% y para los LB de memoria con
cambio de isotipo fue 6% del total de los LB de sangre periférica. Dichos
valores fueron los que mejor diferenciaban a los pacientes de los controles y
que a su vez permitieron diferenciar los tres grupos de pacientes. Estos valores
son similares a los establecidos por Piqueras et al.®’, del 11% para los LB de
memoria totales y el 8% para los LB de memoria con cambio de isotipo. De los
57 pacientes estudiados en el mencionado trabajo®’, el 47% de los pacientes
pertenecieron al grupo BMO, el 33% al grupo BM1 y el 19% restante al grupo
BM2. La distribucion por grupos de los 41 pacientes estudiados en nuestro
trabajo (44%, 39% y 17% respectivamente) fue muy parecida, por lo que se
podria considerar que nuestra muestra de pacientes, aunque mas pequena, es

igualmente representativa de los pacientes con IDVC.

La ausencia en la literatura de estudios clinicos exhaustivos sobre la asociaciéon
entre los LB de memoria y el fenotipo clinico de los pacientes, nos motivd a
realizar el presente trabajo. Observamos una correlacion positiva entre los
defectos de LB de memoria y la gravedad fenotipica clinica de los pacientes.
Comparando la edad de inicio de los sintomas, retraso diagndstico, el tiempo
en tratamiento o la edad actual, no hubo diferencias entre los tres grupos de
pacientes. Por lo tanto, se podria pensar que la distinta gravedad clinica de los
pacientes estudiados es debida al defecto primario de base, diferente en cada

uno de los grupos de pacientes.
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El grupo BM2 incluy6 pacientes cuyos LB expresaban el fenotipo mas parecido
a los controles sanos, con presencia de ambos tipos de LB de memoria
estudiados. A este fenotipo inmunolégico le correspondieron unas
manifestaciones clinicas mas leves: ningun paciente de este grupo desarrollé
complicaciones respiratorias o gastrointestinales graves, un enfermo sufrié
alopecia areata, vasculitis con manifestaciones unicas a nivel del sistema
nervioso central, esplenomegalia, leuco y plaquetopenia (paciente 37), un
paciente presentd déficit de IgA y anemia ferropénica y otro plaquetopenia.

Piqueras et al.®’

estudiaron marcadores de activacion de LB y LT en los
pacientes con IDVC, clasificados en grupos BM. Encontraron que los pacientes
del grupo BM2 presentaron patrones de expresion de marcadores de activacion
muy similares a los hallados en los controles sanos. Tanto el fenotipo
inmunolégico como clinico (Piqueras et al.®” y nuestras observaciones)
diferenciaron claramente a los pacientes del grupo BM2 de los otros dos
grupos. Estas observaciones, junto con el hecho de que los LB, bajo las
condiciones experimentales in vitro, son capaces de producir 1gG e IgM™®,
sugieren que una caracteristica principal de los pacientes en el grupo BM2

podria ser un defecto en la fase final de la produccién de inmunoglobulinas’®.

Al grupo BM1, caracterizado por un fallo en el desarrollo de los LB de memoria
con cambio de isotipo, le correspondio el fenotipo clinico intermedio, entre los
pacientes con sintomatologia minima del grupo BM2 y los pacientes del grupo

I'*7 estudiaron la

BMO con la sintomatologia mas grave. Agematsu et a
frecuencia de hipermutacion somatica de la region variable de los genes de las
inmunoglobulinas expresados en los LB de pacientes con mayoria de LB sin
cambio de isotipo (LB CD27+IgD+) en sangre periférica. En los pacientes
estudiados encontraron una frecuencia de hipermutacion somatica muy inferior
a la frecuencia encontrada en los controles sanos, indicando que la mayoria de
los LB de estos pacientes son fenotipica y funcionalmente naive y que los LB
CD27+IgD+ de pacientes con IDVC no son LB de memoria funcionales. Los LB
en estos pacientes no pueden responder a la sefal proporcionada por los LT o
no la reciben debido a un defecto intrinseco del LT3, Como resultado, los
LB CD27+IgD+ no progresan a LB de memoria con cambio de isotipo. Los

pacientes del grupo BM1 serian candidatos al estudio de las alteraciones de
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moléculas co-estimuladoras de los LT activados (p.ej. CD40L>%*¢, |ICOSL®,

etc.).

Al grupo BMO, caracterizado por una reduccién importante de todos los LB de
memoria le correspondieron manifestaciones clinicas mas graves. El desarrollo
de los LB de memoria esta fuertemente ligado a la formacién de los centros

germinales en los 6rganos linfoides secundarios'''%.

El hallazgo de una
reduccion significativa de los LB de memoria en el grupo BMO apoya
fuertemente la hipotesis de que existan alteraciones en los centros germinales
de los pacientes de este grupo. Se han descrito varias posibles causas de
alteracion de las interacciones en los centros germinales: mutaciones en el gen
del ligando de CD40"**, defectos en la familia del TNFLI y su receptor' y fallo

en la expresién de moléculas co-estimuladoras (CD86)'*°

0 quimiocinas
(quimioatrayente de los LB)™’. Todas estas moléculas son necesarias para la
formacion de los centros germinales y una interaccion bien coordinada entre las
células T y B.

Los estudios clinicos publicados hasta la actualidad no valoraron la asociacion

entre la patologia respiratoria o digestiva y los defectos de LB de memoria®*®’.

Piqueras y col.®’

, autores de la clasificacion utilizada en este trabajo,
encontraron una distribucion similar de manifestaciones autoinmunes entre los
tres grupos: BMO, BM1 y BM2, mayor incidencia de enfermedad granulomatosa
y proliferacion linfoide secundaria en los pacientes del grupo BMO y finalmente,
esplenomegalia en el 59% de los pacientes del grupo BMO y en el 50% de los
pacientes del grupo BM1. Dichos autores®” no valoraron la presencia de
bronquiectasias, enfermedad pulmonar crénica o sindrome de malabsorcion.
Por otra parte, valoraron la presencia de infecciones pidgenas, viricas o
causadas por patodgenos intestinales, no encontrando diferencias en la
incidencia de las mismas entre los diferentes grupos de enfermos. Dichos
investigadores describieron episodios infecciosos sufridos por los pacientes en
algun momento de la vida, pero no valoraron la presencia de éstas al inicio de
la enfermedad, al diagndstico y una vez establecido el tratamiento sustitutivo.
Por otro lado, la falta de relacion entre subgrupos de células B y episodios de
infeccidbn no es sorprendente, ya que el estudio fue realizado en pacientes

sometidos a tratamiento sustitutivo con gammaglobulinas y este tratamiento ha
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demostrado ser muy eficaz en la prevencidn de procesos infecciosos

agudos'®®.

Casi todos los pacientes incluidos en nuestro estudio presentaron también
infecciones respiratorias y/o intestinales a lo largo de su vida, pero sélo en
algunos provocaron dafios estructurales irreversibles. Lo importante a destacar
de nuestros resultados es la observacion de esta evolucidn clinica, diferente
entre pacientes, segun el grupo al que pertenecen. Las bronquiectasias se
limitaron a los grupos de enfermos BMO y BM1, mientras que en los pacientes
del grupo BM2 las infecciones respiratorias no han ocasionado estas lesiones.
Es mas, las bronquiectasias con expectoracion (sobreinfecciones de repeticion
que requieren tratamiento antibidtico continuado en la mayoria de los casos,
datos no mostrados), la evolucién a enfermedad pulmonar crénica y el
sindrome de malabsorcion se hallaron con mayor frecuencia en los pacientes
del grupo BMO.

La infeccion no s6lo debe valorarse como incidencia de episodios agudos
graves, sino también como procesos de infeccion-inflamacion crénica. En el
caso del aparato respiratorio, éstos son los procesos responsables de la
aparicion de patologia supurativa crénica, como bronquiectasias, que son la
causa principal del deterioro progresivo de la funcidén pulmonar y de muerte en

la evolucion natural de esta enfermedad'® 15815

Kainulainen et al™, en un estudio prospectivo de 14 pacientes con
hipogammaglobulinemia primaria, demostré6 Ila progresibn de las
bronquiectasias en 5 pacientes, a pesar de que todos ellos recibian tratamiento
sustitutivo regular, con niveles preinfusionales de IgG de mas de 500 mg/dI
(Nota: niveles de acuerdo con los actuales criterios de tratamiento®') y no

presentaron ninguna infeccion respiratoria aguda.

No conocemos el numero de pacientes que ya tenian bronquiectasias en el
momento del diagnostico, pero comparando la edad de inicio de los sintomas,
retraso diagndstico, el tiempo en tratamiento o edad actual, todos ellos factores
descritos previamente, que potencian el desarrollo del dafo pulmonar

18,35,96

irreversible , ho hubo diferencias entre el grupo de pacientes con y sin

bronquiectasias y con y sin enfermedad pulmonar crénica. Por eso, creemos
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que la evolucién clinica de los pacientes estudiados es debida al defecto
primario de base y/o a otros factores inmunomoduladores de la respuesta

inflamatoria®.

Los autores®” que han investigado el fenotipo de los LB y LT en los pacientes
con IDVC mas detalladamente, han encontrado alteraciones en la expresion de
algunos de los marcadores de activacion (CD25, CD21, CD80 y CD86) en las
células B y una hiperexpresién de marcadores de activacion cronica (HLA-DR,
CD95, CD57) en las células T CD4+ y CD8+, en los pacientes de los grupos
BMO y BM1. Este resultado va en linea con nuestra observacion de una
afectacion clinica e inmunoldgica importante en estos dos grupos de pacientes.
En nuestro estudio, la mayor diferencia hallada al comparar los tres grupos de
pacientes entre si, fue la clinica mas grave en el grupo BMO. Las alteraciones
del fenotipo inmunolégico encontradas en los pacientes del grupo BMO
concordaron con una actividad inflamatoria aumentada en éstos (aumento de
CD8, leucocitosis, rasgos de anemia ferropénica).

El tratamiento actual de los pacientes inmunocompetentes con bronquiectasias

incluye antibioticoterapia profilactica continuada'®’

, glucocorticoides inhalados y
antiinflamatorios no esteroideos162, dirigidos a disminuir la actividad inflamatoria
en los bronquios. Aunque actualmente el empleo de agentes
inmunosupresores/antiinflamatorios en los pacientes con IDP esta reservado a
las complicaciones autoinmunes'®, creemos que al menos en los pacientes del
grupo BMO deberia ser considerado como un tratamiento adicional a una

sustitucién adecuada con gammaglobulina intravenosa'®.

En lo que se refiere a las manifestaciones gastrointestinales, éstas estuvieron
presentes en el 49% de nuestros pacientes en el momento del diagndstico y el
60% de ellos desarrollaron un sindrome de malabsorcién y/o diarrea crénica
con clara repercusion del estado general. La mayoria de estos pacientes
pertenecieron al grupo BMO. Comparando el tiempo del retraso diagndstico,
edad de inicio de sintomas o edad actual de los pacientes, no hubo diferencias
entre pacientes con y sin desarrollo de esta patologia intestinal. Por eso,
creemos que la diferencia de la evolucion clinica de los pacientes estudiados

es debida al defecto primario de base. La actividad inflamatoria, probablemente
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aumentada en el grupo de pacientes BMO, deberia ser considerada y

consecuentemente tratada.

En cuanto a la incidencia de manifestaciones autoinmunes, cerca del 41% de
los pacientes las presentaron en algun momento de su vida. Los porcentajes
descritos en la literatura varian entre el 19% (18/95)'®, 35% (20/57)%" y 50%
(15/30)®. En la IDVC han sido asociadas sobre todo las citopenias
autoinmunes presentes en el 4%'®, 17%% y 23%% de los pacientes con IDCV
estudiados en los trabajos arriba mencionados, respectivamente. En nuestro
trabajo hemos observado la presencia de citopenias autoinmunes en el 19% de

.87 encontraron manifestaciones autoinmunes en

los pacientes. Piqueras et a
los tres grupos de pacientes, BM2 (27%), BM1 (39%) y BMO (37%). En nuestro
estudio, las diferencias de frecuencia de procesos autoinmunes en el grupo
BMO (55%), BM1 (38%) y BM2 (14%) tampoco fueron estadisticamente
significativas, aunque mostraron una cierta tendencia a ser mas frecuentes en

el grupo BMO.

La etiologia de los procesos autoinmunes es un tema de discusion actual y es
mas complejo entre los pacientes con IDVC'®*'® ya que son conocidos tanto
los casos en los que los fendmenos autoinmunes desaparecen una vez
establecida y tratada la IDVC (casos de debut clinico con enfermedad
autoinmune), como los casos en los que la enfermedad autoinmune aparece
como una complicacion a lo largo de la evolucién clinica de la IDVC. En los
pacientes con una actividad inflamatoria elevada, como en el caso del grupo
BMO, los fendmenos autoinmunes se podrian considerar secundarios a una
disregulacion inmunoldgica en pacientes con defectos en la capacidad de
respuesta anti-infecciosa'®. La desaparicién de los fendmenos autoinmunes
una vez controladas las infecciones, hace sospechar un desencadenante
infeccioso de éstos. Por otro lado, la ausencia de enfermedades autoinmunes
en los pacientes del grupo BM2 (con la excepcion de un unico paciente),
indicaria la posible menor afectacion de dicha capacidad de respuesta anti-

infecciosa en los pacientes de este grupo.

Los pacientes del grupo BM1 con enfermedad autoinmune podrian ser los
candidatos para estudio de la funcion de un conjunto de moléculas, descritas

recientemente, implicadas en el mecanismo del cambio de isotipo de los
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linfocitos B'®®. Nos referimos a las moléculas TACI, BAFFR vy sus respectivos
ligandos (BAFF y APRIL)®**®. En los trabajos que describieron los primeros
pacientes con IDCV con mutacion en el gen de alguna de estas moléculas,
éstos presentaron disminucion de los LB de memoria con cambio de isotipo (el
fenotipo de LB compatible con el grupo BM1) y el fenotipo clinico de estos

pacientes incluia manifestaciones autoinmunes®82:83165,

En los pacientes del grupo BMO se ha hallado una diferencia importante, que
es la presencia de otros familiares afectos de IDVC y/o DIgA. La herencia
familiar entre pacientes con IDVC y/o DIgA es conocida, y varia entre 20%°° y
25%'8, pero seglin nuestro conocimiento, la asociacion entre herencia familiar y

cierto fenotipo inmunoldgico no ha sido observada.

Pertenecer al grupo BMO podria ser un factor de riesgo de transmision familiar
del defecto inmunoldgico. Para confirmar este hallazgo, seria necesario realizar
un estudio con un mayor numero de pacientes. La confirmacion tendria
repercusion en el consejo genético y en la estrategia empleada hasta ahora,
para el control de los familiares de estos enfermos. El seguimiento de los
parientes de primer grado sigue siendo una practica poco habitual. Una
preseleccion de las familias a seguir, segun el grupo de la clasificacion BM,
seria de una ayuda considerable para los clinicos y especialistas dedicados al

seguimiento de estos pacientes.

Podemos concluir que al fenotipo inmunolégico mas deficiente (ausencia de LB
de memoria) en nuestro estudio, le correspondio la clinica mas grave. Nuestros
resultados invitan a realizar estudios confirmatorios multicéntricos. Una vez
confirmados los resultados, creemos que el tratamiento
inmunosupresor/antiinflamatorio podria ser considerado en los pacientes del
grupo BMO. Ademas, dichos estudios darian paso a la investigacion de las
posibles causas de los defectos presentes en cada grupo de enfermos,

35,82,80,86,87,63, con todas

dividiendo el sindrome de IDVC en entidades diferentes
las consecuencias que ello conllevaria (cambios en la estrategia terapéutica,

pronéstico, diagndstico prenatal, etc.).

En un futuro sera necesario realizar estudios prospectivos que evaluen la

posible evolucion de MB2 a MB1 y de MB1 a MBO en un mismo paciente a lo
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largo de los afos. Este proyecto junto al estudio de las células B de memoria
en la edad pediatrica serviran para aportar luz sobre la historia natural del

sindrome.

En el 2002 no se conocia la etiologia de la IDVC®%2>""" hecho que dificultaba
la catalogacion de los pacientes al no existir pruebas diagnosticas de
laboratorio especificas de la enfermedad. El diagndstico de IDVC se realizaba
por exclusion de otras inmunodeficiencias primarias (IDP) con origen genético
conocido. La heterogeneidad clinica e inmunoldgica presente entre los
pacientes podria ser consecuencia de la existencia de diferentes origenes
genéticos del sindrome. Nosotros postulamos que una de las posibles
etiologias de la hipogammaglobulinemia, podria ser un defecto en la
colaboracion T-B, ya que los linfocitos B de un grupo de pacientes con IDVC
eran capaces de producir y secretar todas las clases de inmunoglobulinas tras
el estimulo apropiado en modelos "in vitro" o "in vivo" *°. Un modelo de
anergia/tolerancia reversible de los linfocitos B producida por la falta de un
coestimulo apropiado podria explicar la produccion defectuosa de anticuerpos,
asi como la aparicion de la enfermedad en la edad adulta y el paso de déficit
selectivo de IgA a IDVC descrito en algunos pacientes. Quizas una de las
claves que desembocaria en una progresiva hipogammaglobulinemia seria una
estimulacién antigénica inadecuada, a lo largo de los afos, por un defecto de la
coestimulacion que condujese a una anergia progresiva de las distintas clonas
antigeno-especificas en lugar de una respuesta inmunitaria correcta. El defecto
de coestimulacion podria consistir en una disfuncion de la via del eje
coestimulador ICOS-ICOSL, ya que el fenotipo de los modelos animales con
defecto de ICOS 881196187 (5roduccion defectuosa de anticuerpos antigenos T-
dependientes y mayor suceptibilidad a padecer enfermedades autoinmunes)
era equiparable al observado en los pacientes con IDVC. Las mutaciones en el
gen de ICOS o en el de ICOSL, asi como en genes de proteinas involucradas
en la transducion de sefales por esta via, podrian causar un coestimulo
inadecuado. La expresion defectuosa de otras moléculas reguladas directa o
indirectamente por el contacto ICOS-ICOSL (CD40L, CD86 y diversas

citocinas) también podria explicarse mediante esta hipétesis.
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Por estas razones, decidimos estudiar la expresion de ICOS en células de
pacientes con IDVC. Lo primero era elegir una poblacion seleccionada en
donde realizar el estudio, y los criterios de inclusion fueron: pacientes con
historia familiar de inmunodeficiencias primarias y/o enfermedades
autoinmunes, y ademas pacientes que debutaron con manifestaciones
autoinmunes, este ultimo criterio lo cumplian la mayoria de los pacientes que
inicialmente se diagnosticaron de DIgA pero posteriormente evolucionaron a
IDVC'™.

El disefio técnico debia tener en cuenta que ICOS se expresa en los linfocitos
T activados™® y que en mas de un 50% de pacientes con IDVC hay una
respuesta T defectuosa in Vitro '®?°. Por lo cual, teniamos que utilizar un
sistema de activacion que fuese eficaz; por esta razén, usamos ésteres de
forbol mas ionomicina. La visualizacion de la expresion en membrana mediante
citometria de flujo, se obtuvo gracias al anticuerpo monoclonal de hamster
armenio C398.4A, donado por el Dr. J.M. Rojo del CSIC, Madrid 8" ya que
los anticuerpos comerciales no funcionaron, ni por western blot ni por citometria

de flujo.

Nosotros no encontramos ninguna alteracion en la expresion de esta molécula
en los pacientes estudiados. Este hecho es explicable, ya que en 2003 se
describié el primer caso de déficit de ICOS en Alemania’®, fue un hecho
esperanzador ya que era la primer defecto genético asociado a la IDVC, pero
posteriormente, tras la deteccion de otros casos, se vio, que los nueve casos
descritos tenian un origen genético comun, ya que eran familias de la region de
la Selva Negra y todos presentaban la misma mutacién'”. Actualmente, se
sabe que menos de un 1% de los pacientes con IDVC presentan mutaciones
en el gen que codifica ICOS’®.

Recientemente se han descrito otros defectos monogénicos que estan
relacionados con la etiologia de la IDVC (ICOS, TACI, BAFFR y CD19)76:82:83.85
pero se estima que la frecuencia de la presencia de estos defectos en la
poblacion de pacientes no representa mas de un 10 por ciento del total de
individuos diagnosticados de IDVC. La hipdtesis de un origen multifactorial
(poligénico mas ambiente) del sindrome ha llevado a especular sobre el papel

modulador de los polimorfismos de distintos genes sobre el fenotipo clinico, y
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entre los candidatos estan algunas de las proteinas de la respuesta innata
(MBL, TLR9, etc)®” 'y genes situados en los cromosomas 16p, 4q. %1%

En el futuro se deberan seguir buscando posibles candidatos que estén
asociados al origen genético de la IDVC, pero también se debe seguir
estudiando los patrones de herencia, penetrancia y correlacién fenotipo-
genotipo en los defectos moleculares ya descritos. Estos estudios se deberian
ampliar a otros defectos primarios de anticuerpos, como el DIgA y el déficit de
produccion de anticuerpos sin hipogammaglobulinemia, ya que podrian ser

distintas expresiones fenotipicas de la IDVC.
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6. CONCLUSIONES
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6. CONCLUSIONES

1. Existe un pequefio porcentaje de errores diagndstico en los pacientes

catalogados de IDVC.

2. El estudio de proteinas asociadas a IDPs, con defecto molecular
conocido (btk, Ick y SAP), deberia incluirse en el algoritmo de pruebas
de soporte al diagnéstico de IDVC, para evitar errores en la catalogacion

de IDP con fenotipo similar a la IDVC.

3. La cuantificacion de las subpoblaciones de los linfocitos B de memoria
podria ser un método util para distinguir entre los diferentes fenotipos

clinicos de los pacientes con IDVC.

4. Se encontré una asociacidn entre la alteraciéon inmunofenotipica B (BMO,
BM1, BM2) y la gravedad fenotipica clinica. Al fenotipo inmunolégico
mas deficiente (ausencia de LB de memoria) le correspondié la
presentacion clinica mas grave, observando un mayor numero de casos
con enfermedad pulmonar crénica, bronquiectasias con expectoracion,

sindrome de malabsorcién y manifestaciones linfoproliferativas.

5. Creemos que nuestros resultados justifican la inclusion de la
determinacion de los LB de memoria en el estudio inmunoldgico rutinario

de los pacientes con IDVC.

6. El defecto de ICOS en pacientes con IDVC es muy infrecuente.

7. A pesar de la baja frecuencia del defecto ICOS en la poblacion
diagnosticada de IDVC, creemos que es aconsejable incluir en el

algoritmo de pruebas de soporte al diagndstico de IDVC, el estudio de la

expresion de ICOS en la membrana de los linfocitos T activados.
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ABREVIATURAS MAS FRECUENTEMENTE UTILIZADAS

ID=
IDP=
IUIS=
ESID =
REDIP =
DIgA=
IDCV =
ALX =
ADA=
WAS=
EGC=
CMV=
Gl=
SNC=
Al=
AHA=
PTI=
AR=
HNL=
NLI=
BALT=
XLP=
HIM =
VIH=
VEB=
PHA=
CPA=
MHC=
INF=
GGIV=
ICOS=
TACI =
BAFF =
BAFF-R =
TNFR =
APRIL=
FACS=
HLA=
TCAR=T
Btk =
SLAM=
SAP=
PFR=
TAC=
VEMS=
CVF=
EPC=

Inmunodeficiencias

Inmunodeficiencias primarias

International Union of Immunology Societies
Sociedad Europea de Inmunodeficiencias
Registro Espafol de Inmunodeficiencias primarias
Deficiencia de IgA

Inmunodeficiencia comun variable
Agammaglobulinemia ligada a X

Adenosin desaminasa

Sindrome de Wiskott Aldrich

Enfermedad Granulomatosa Cronica
Citomegalovirus

Gastrointestinal

Sistema Nervioso Central

Autoinmune

Anemia Hemolitica Autoinmune

Purpura Trombocitopenia Idiomatica

Artritis Reumatoide

Hiperplasia Nodular Linfoide

Neumonitis linfoide intersticial

Tejido linfoide asociado a mucosas

Sindrome linfoproliferativo ligado a X
Sindrome de Hiper IgM

Virus de Inmunodeficiencia Humana

Virus de Epstein Barr

Phitohemaglutinina

Célula Presentadora de antigeno

Complejo mayor de histocompatibilidad
Interferon

Gammaglobulina Intravenosa

Inducible costimulator

Transmembrane activator and CAML interactor
B-cell activating factor

Receptor B-cell activating factor

Receptores del factor de necrosis tumoral

A proliferation-inducing ligand

Clasificacion fluorescente de células activadas
Antigeno leucocitario humano

omografia computarizada de alta resolucion
Bruton Tirosin kinasa

Molécula senalizadota de activacion linfocitica
Proteina asociada al SLAM

Pruebas de funcion respiratoria

Tomografia axial computarizada

Volumen espiratorio forzado en el primer segundo
Capacidad vital forzada

Enfermedad Pulmonar cronica
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PBMC= Células mononucleadas de sangre periférica

RR= Riesgo relativo

IRR= Infecciones respiratorias recurrentes
AcMo= Anticuerpos Mononucleares

LT= Linfocitos T

LB= Linfocitos B

TCR= Receptor de células B

TNF= Factor de Necrosis Tumoral

STNFRs= Receptores Solubles de Factor de Necrosis Tumorales
BM= Células B de Memoria

VHC= Virus de Hepatitis C

HUVH= Hospital Universitario de Vall d Hebron

CMF= Citometria de flujo
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