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RESUMEN.

En el presente trabajo se evaluo la respuesta inmune celular en 19 pacientes
con inmunodeficiencia comun variable (IDCV) con presencia o ausencia de
enfermedades autoinmunes determinando la frecuencia de linfocitos T tanto
CD4 como CD8 asi como su capacidad de activacion y diferenciacion de
acuerdo a la produccion de citocinas. Para evaluar tales parametros se utilizd
un modelo de activacion policlonal en respuesta a la enterotoxina B de
Staphylococcus aureus (SEB) y la co-estimulacién con anti CD28. Ademas se
evalu6 la expresion de PD-1/PDL-1 y CTLA-4 en linfocitos T bajo el mismo

modelo de activacion.

Los resultados muestran que existe una disminucion en la frecuencia de los
linfocitos T CD4, mientras que la proliferacion no se encuentra afectada e
incluso es mayor en los linfocitos T CD4 de los pacientes con IDCV que
presentan autoinmunidad. En cuanto a la expresion de PDL-1 y CTLA-4 no
presentan alteraciones respecto a los controles y en el caso de PD-1, este se

encuentra incrementado en los pacientes con IDCV y autoinmunidad.

Respecto a la capacidad de diferenciacion hacia el perfil Thl y Th2 se
encontraron sin modificaciones respecto a los controles, en cambio el perfil
Th17 si mostré alteraciones hallandose una disminucién significativa de IL-17
en los pacientes con IDCV, de igual manera se encontré una disminucién en la
produccion de IL-2 e IL-10 todas estas de manera independiente de la

presencia o no de enfermedades autoinmunes.
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1. INTRODUCCION.

La inmunodeficiencia comun variable (IDCV), es un sindrome que comprende
un amplio grupo de desérdenes, destacandose una hipoglobulinemia de
inmunoglobulina G (IgG) e inmunoglobulina A (IgA) con niveles fluctuantes de
inmunoglobulina M (IgM), y con variados numeros absolutos de linfocitos T y B.
Es frecuente el hallazgo de deso6rdenes de tipo autoinmune en este tipo de
pacientes (alrededor del 20-25% de los casos).

La IDCV es una enfermedad compleja debido a la variedad de defectos
inmunolégicos y de las manifestaciones clinicas asociadas, siendo el Unico
parametro unificador la pronunciada deficiencia de anticuerpos de tipo IgG e
IgA.

Desde que fue reconocida por primera vez en 1953, se han realizado diversos
estudios que abarcan la inmunidad celular y humoral de dichos pacientes. Sin
embargo, hoy en dia la causa de la IDCV en la mayor parte de los casos es
desconocida, asociandose a defectos genéticos ya establecidos solo en menos

del 15% de los pacientes.

Los datos generados hasta la fecha en cuanto a la inmunidad celular de los
pacientes con IDCV no muestran un consenso en varios parametros como la
frecuencia, la capacidad de proliferacion y la produccion de citocinas (incluidas
la IL-2, IL-10 e IFNy) de los linfocitos T.

Por otro lado, la patogénesis que involucra la frecuente presencia de
enfermedades autoinmunes en los pacientes con IDCV sigue sin ser

comprendida.

Debido al poco entendimiento que en la actualidad se tiene de esta enfermedad
los tratamientos que se ofrecen a éstos pacientes se enfocan en la sustitucion
de inmunoglobulinas y en aquellos casos que presentan alguna enfermedad

autoinmune el tratamiento incluye la administracion de costicoesteroides.
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El presente trabajo se enfoca en evaluar la inmunidad celular de un grupo de
pacientes con IDCV, determinando la capacidad de proliferacion vy
diferenciacion a través de la produccion de citocinas, aportando asi mayor
informacion acerca de la inmunidad celular en la IDCV y proporcionando por
primera vez este tipo de datos en la poblacién de pacientes del CMN siglo XXI
del IMSS. Ademas se analizara el comportamiento de aquellos pacientes que
presentan alguna enfermedad autoinmune con la finalidad de tratar de explicar
ciertas discrepancias entre la poblacién estudiada de acuerdo a éste
parametro. Por Ultimo se evaluaran tres moléculas ampliamente relacionadas
con la presencia de autoinmunidad (PD-1, PD-L1 y CTLA-4), concluyendo asi
un estudio mas completo que incluye un analisis de los pacientes que

presentan enfermedades autoinmunes.
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2. MARCO TEORICO.

2.1 GENERALIDADES DE LAS INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS.

Las inmunodeficiencias primarias (IP) son desordenes genéticos relacionados
con anomalias en el desarrollo y maduracién de las células del sistema
inmune.’ Dichas anomalias tienen como consecuencia no solo una gran
susceptibilidad a infecciones recurrentes, sino también a una predisposicion a
inflamaciéon cronica, reacciones de hipersensibilidad, autoinmunidad vy
cancer.?® La incidencia actual de las IP es desconocida pero se estima que
puede ir de 1:10,000 a 1:1200 *° nifios nacidos vivos. En México se estima que

cada afio mas de 4000 nifios nacen con algun tipo de IP.?

El comité de expertos en IP de la Union Internacional de Sociedades de
Inmunologia (IUIS) han clasificado a las IP en ocho grupos basados en el
componente del sistema inmune afectado y el defecto genético detectado;
estos grupos son: inmunodeficiencias combinadas de B y T, deficiencias
predominantemente de anticuerpos, otros sindromes de inmunodeficiencias
bien definidos, enfermedades con desregulacion inmune, defectos congénitos
cuantitativos o cualitativos de los fagocitos, defectos en la inmunidad innata,

desérdenes auto-inflamatorios y deficiencias de complemento.®

La Sociedad Latinoamericana de Inmunodeficiencias (LASID) reporta que el
59.7% de los casos registrados de IP corresponden a deficiencias
predominantemente de anticuerpos.” Dentro de las deficiencias
predominantemente de anticuerpos, se encuentra la inmunodeficiencia comuan
variable (IDCV) la cual tiene una gran incidencia dentro de éste grupo de

inmunodeficiencias.
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2.2 INMUNODEFICIENCIA COMUN VARIABLE.

La Inmunodeficiencia Comun Variable (IDCV) comprende un amplio grupo de
desordenes, destacandose una hipoglobulinemia de 1gG e IgA con niveles
fluctuantes de IgM, y con variados niimeros absolutos de linfocitos Ty B.°

La causa exacta de los bajos niveles de inmunoglobulinas séricas se
desconoce. Es una forma relativamente comun de inmunodeficiencia, por lo
tanto, la palabra "comun”. El grado y tipo de deficiencia de inmunoglobulinas en
el suero y el curso clinico de la enfermedad varia de paciente a paciente, por
que se adopté el término "variable”. Afecta por igual a ambos sexos.?

2.2.1 Caracteristicas clinicas.

La mayoria de pacientes presentan infecciones bacterianas de repeticion,
especialmente del aparato respiratorio y en menor niumero del tracto digestivo.
Entre las infecciones mas frecuentes se encuentran la sinusitis, otitis, bronquitis
y neumonias. Los agentes patdgenos son bacterias como Streptococcus

pneumoniae y Haemophilus influenzae. **°

Las infecciones causadas por virus no suelen ser un problema y un nimero
muy reducido de pacientes puede presentar infeccibn por micobacterias y
hongos. A pesar de que la enfermedad infecciosa de repeticion puede iniciarse
a cualquier edad, estudios realizados sobre una serie amplia de pacientes
sitlan la edad media de inicio de los sintomas a los 28 afios en las mujeres y a

los 23 en los hombres.*

En general, la incidencia de neoplasias en estos pacientes es alta; se estima
gue alrededor de un 11% a un 13% de los pacientes llega a presentar algun
tipo de tumor maligno y que ocurre durante la quinta o sexta década de vida.
Dentro de las mas frecuentes se encuentran el carcinoma gastrico y linfoma no
Hodgkin.** 12
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2.2.2 Autoinmunidad en pacientes con IDCV.

Las enfermedades autoinmunes afectan aproximadamente al 20% de los
pacientes con IDCV, y comUnmente son la primera manifestacion de la
deficiencia inmune. En un estudio realizado en 224 pacientes, la presencia de
autoinmunidad se encontrd previo al diagnostico de IDCV en el 17.4% de los
pacientes y dentro de éstos, el 2.3% solo presentaban esta manifestacion

clinica una vez diagnosticados como IDCV.*3

La presencia de alguna enfermedad autoinmune parece afectar por igual a
hombres y mujeres. Datos de la Sociedad Europea de Inmunodeficiencias
reportan un aumento en la presencia de enfermedades autoinmunes en
pacientes con IDCV provenientes del Reino Unido comparado con pacientes de
Suecia, lo cual sugiere que pueden estar involucrados factores ambientales y

genéticos que contribuyen a la presencia de la autoinmunidad.**

Las enfermedades autoinmunes de mayor incidencia son la anemia hemolitica,
la purpura trombocitopénica idiopatica (con un 8% y 5% respectivamente), la
artritis reumatoide aparece del 1% al 10% de los pacientes con IDCV,
afectando una o varias articulaciones, comunmente en rodillas, tobillos y
manos. Existen otras enfermedades autoinmunes que ocurren con menos
frecuencia como el lupus eritematoso sistémico que es muy poco frecuente
aunque existen casos reportados. ¢Como se pueden producir autoanticuerpos
contra los tejidos especificos en un estado de deficiencia de la produccion de
anticuerpos? La patogénesis de la autoinmunidad en IDCV sigue sin ser

entendida.”®
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Se puede sospechar de la presencia de IDCV en cualquier paciente con

2.2.3 Diagnastico.

infecciones bacterianas severas o recurrentes del tracto respiratorio superior o
inferior; por lo tanto estos pacientes deben ser evaluados para detectar la
causa de la predisposicion a dichas infecciones, como pueden ser alergias,

anomalias anatémicas o algun tipo de inmunodeficiencia.?*

El criterio de laboratorio mas importante para establecer el diagnostico de la
IDCV es la concentracion sérica de IgG, que van desde niveles muy reducidos
(<100 mg / dI) hasta justo por debajo del intervalo normal para adultos, que es
de 500-1200 mg / dL. Se deben descartar otras inmunodeficiencias primarias
como la agammaglobulinemia ligada a X o la deficiencia selectiva de IgA. Para
completar el diagnostico, es posible realizar otros estudios de laboratorio como
la concentracion de IgA e IgM, la cuantificacion de linfocitos B a través de una
tecnologia sensible y especifica, como es la Citometria de Flujo y la baja

respuesta ante la vacunacion.'® %%

2.2.4 Tratamiento.

El tratamiento de eleccion en los pacientes con IDCV es la administracion de
gammaglobulina humana. En la actualidad se utilizan preparaciones de
aplicacion intravenosa, con alto grado de seguridad, buena tolerancia y una
vida media aproximada de 21 dias. La preparaciéon estandar contiene
aproximadamente 15 % de inmunoglobulinas, de las cuales 85 % es IgG, 10 %
esIgMy 5 % es IgA.%’

Las dosis recomendadas oscilan entre los 200-400 mg/kg de peso cada 2-4
semanas; los niveles de IgG sérica entre dos dosis nunca deben ser inferiores
a 500 mg/dL.'® Para tratar las infecciones bacterianas recurrentes se utilizan
antibidticos de amplio espectro. En el caso de presentarse alguna enfermedad

autoinmune, usualmente se administran corticoesteroides aunque se ha
7
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demostrado que el tratamiento con la gammaglobulina intravenosa humana
también ayuda a combatir estos padecimientos dado que producen un bloqueo
temporal de los receptores Fc en el sistema reticuloendotelial.?® ?° Por lo tanto
el tratamiento para la presencia de autoinmunidad incluye altas dosis de
inmunoglobulinas, corticoesteroides, inmunosupresores selectivos y otros

moduladores inmunes.*®

A pesar de que estos tratamientos no son curativos, su correcta aplicacion
junto a un diagndstico temprano de la enfermedad han conseguido mejorar
notablemente la supervivencia y calidad de vida de los pacientes con IDCV.

La tasa de mortalidad de los pacientes con IDCV es de aproximadamente 27%
durante periodos de seguimiento de diez afios tras el diagnostico de la
enfermedad, con una edad media de 40 afios siendo las principales causas de

muerte los linfomas y las infecciones crénicas de vias respiratorias.™

2.2.5 Defectos genéticos.

Actualmente se sabe que una fraccion de los pacientes con IDCV presentan
esta enfermedad debido a defectos genéticos de uno o varios genes que
afectan la funcion inmune humoral. Aproximadamente del 10% al 20% de los
pacientes con IDCV se ha identificado una causa genética que ocasiona este
trastorno.

Se han encontrado defectos en los genes que codifican para TACI, ICOS,
CD19 y BAFFR. *°

TACI (activador transmembranal y modulador de calcio y ligando de ciclofilina)
es miembro de la familia de receptores TNF (factor de necrosis tumoral), se
expresa en la superficie de las células B y la union con su ligando APRIL o
BAFF favorece el cambio de isotipo hacia IgG e IgA; por lo tanto las células B
procedentes de individuos con mutaciones en TACI, logran expresar TACI,

pero no producen IgG e IgA en respuesta al ligando de TACI.*
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El co-estimular inducible ICOS solo se expresa en los linfocitos T activados
induciendo la secrecién de IL-4, IL-5, IL-6, TNF-a e IFNy y es esencial para la
induccion de IL-10. Este patrén de expresion de citocinas inducidas por ICOS
indica la importancia de la interaccion ICOS-ICOSL durante la cooperacion de
célula T-célula B promoviendo la diferenciacion terminal hacia células de
memoria y células plasmaticas. Por lo tanto una mutacion en ICOS impide esta
diferenciacion terminal que se ve reflejada en la caracteristica

hipogammaglobulinemia de los pacientes con IDCV.*?

CD19 es una molécula de superficie de los linfocitos B que pertenece a la
familia de las inmunoglobulinas, la cual aparece de forma temprana durante la
diferenciacion de la célula B en la médula 0sea y permanece hasta su
diferenciacion a célula plasmatica. Cuatro proteinas de superficie de la célula B
forman el complejo CD19; estas son: CD19, CD21. CD81 y CD225, las cuales
en conjunto con el receptor de célula B (BCR) favorecen la sefalizacion para la
activacion y diferenciacion de la célula B. La mutacién en el gen que codifica
para CD19 ocasiona una hipogammaglobulinemia dado que las células B son
incapaces de responder ante la estimulacion con un antigeno y diferenciarse

hacia células plasmaticas productoras de anticuerpos.®

La supervivencia de los linfocitos B depende de la sefializacidon inducida por la
union de BAFF (factor activador de la célula B) con su receptor BAFFR. BAFFR
es un receptor miembro de la familia de receptores TNF. Las mutaciones en
BAFFR afectan fuertemente el desarrollo y homeostasis de las poblaciones de

células B.**

En el siguiente cuadro se resumen las principales caracteristicas de los genes

alterados en la IDCV.



Tabla 1. Causas genéticas de la IDCV.*
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% Tipo de | Nombre de la | Simbolo del gen Locus Nombre de Ia
individuos herencia | enfermedad cromoso- proteina
con IDCV mico
<10%-15% | AD IDCV asociada | TNFRSF13B(TACl) | 17p11.2 Miembro 13B de
a TACI la superfamila de
receptores  del
factor de necrosis
tumoral.
<1% AR Deficiencia de | ICOS 2q33 Co-estimulador
ICOS inducible de
célulaT
<1% AR Deficiencia de | CD19 16p11.2 Antigeno  CD19
CD19 de linfocito B
<1% AR Deficiencia de | TNFRSF13C 22913.1- Miembro 13 C de
BAFFR (BAFFR) q13.3 la superfamila de

receptores  del
factor de necrosis

tumoral.

75%-80%

Desconocido

Sin embargo, del 75% al 80% de los casos de pacientes con IDCV no se logran

explicar por estos defectos genéticos, por lo que el estudio de otros

componentes del sistema inmune resulta de gran relevancia.

2.2.6 Defectos en el sistema inmune adaptativo de los pacientes con

IDCV.

2.2.6.1 Inmunidad humoral.

La activacion y diferenciacion de células B depende de las interacciones entre

célula T-célula B que implican varios tipos de receptores y ligandos en ambos

tipos de células y por supuesto la produccion de citocinas.

10
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Dentro de las principales interacciones se encuentra la unién del TCR al MHCII,
CD28 con B7.1/B7.2, CD40/CD40L, ICOSL/ICOS. La insuficiente colaboracién
de estas moléculas podria explicar las bajas concentraciones de las
inmunoglobulinas en suero de los pacientes con IDCV, dado que estas
interacciones favorecen respuestas inmunes humorales eficaces de larga

duracién en los seres humanos.*?

Varios estudios indican una funcién alterada en las células B en los pacientes
con IDCV, estos desordenes implican una diferenciacion tardia de los linfocitos
B, lo que conduce a una regulacion alterada de CD27*, CD86* y CD70%, una
reducida maduracion de la afinidad e hipermutacion somatica, una sefializacion

deficiente y la falta de células B de memoria.

La mayoria de los estudios concuerdan en que los niveles circulantes de
linfocitos B se encuentran dentro de los niveles normales o ligeramente
inferiores respecto a los controles, sin embargo; se han observado que las
células B de memoria se encuentran notablemente disminuidas e incluso
ausentes en los pacientes con IDCV. Estos defectos en las células B de
memoria podrian ser los responsables del fallo en la diferenciacion hacia
células plasmaticas y por ende en la produccién de anticuerpos de alta afinidad
de diferentes isotipos.*® Basados en esta disminucién de las células B de
memoria, algunos autores han propuesto la clasificacion de los pacientes con
IDCV en subgrupos mas homogéneos. Piqueras y colaboradores clasificaron
en tres grupos a pacientes con IDCV: pacientes con niveles normales de
células B de memoria (MB2), pacientes con células B de memoria switched
(IgD -~ CD27") pero niveles normales de células B de memoria non-switched
(IgD *D27 ") (MB1) y pacientes sin células B de memoria (MBO). Los pacientes
del grupo MBO mostraron una mayor prevalencia de esplenomegalia y

enfermedad granulomatosa. *’

Por otro lado, se sabe que la hipermutacién somatica es esencial para la

generacion de anticuerpos de alta afinidad. Se ha detectado que en algunos
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pacientes con IDCV, la IgG secretada carece de hipermutacion somética en la
cadena pesada; lo cual indica que la IgG producida en estos pacientes es de

una calidad inferior y con una baja afinidad.*® “°

Por ultimo, como se menciond anteriormente, existen diversos defectos
genéticos que influyen directamente en la maduracién y diferenciacion de los
linfocitos B, sin embargo; existe una gran lista creciente de genes que estan
siendo considerados en el estudio de ésta enfermedad, tal es el caso de CD40,
CD81 y STAT3 entre otros.***°

2.2.6.2 Inmunidad celular.

En una gran proporcion de los pacientes con IDCV se han observado
anomalias en la inmunidad celular, que van desde defectos en la activacion y
proliferacion de los linfocitos T hasta una produccion de citocinas alterada.

Diversos estudios se han realizado a lo largo de los afios para lograr entender

a fondo esta enfermedad.

En 1986 Grabstein KS y colaboradores realizaron un estudio donde observaron
la relacion de la expresion de IFNy e IL-2 en linfocitos T de pacientes con
IDCV. Cuando examinaron la expresion de IFNy, se encontré6 que aunque las
células T de los pacientes tenian niveles normales de ARNm de IFNy a las 6
horas (lo que sugiere que la activacion inicial del gen de IFNy era normal) los
niveles de ARNm a las 24 horas disminuian significativamente, asi como los
niveles de la proteina en los sobrenadantes de cultivo. En las células T de
individuos control, inicialmente (1 a 6 horas) aumentaba la expresion del
ARNm de IFNy tras la activacion por mitégenos, y este aumento es
independiente de la presencia de IL-2. Sin embargo; en las Ultimas etapas de la
activacion, el ARNm y la produccién de IFNy se ven aumentadas en presencia
de IL-2. Este hallazgo sugiere que la deficiencia en la produccion de interferén
gamma en los pacientes con IDCV no representa una anomalia primaria en la
activacion del gen de IFNy, sino mas bien es una consecuencia secundaria de

la deficiente produccién de 1L-2.%
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En 1993 Eli M. Eisenstein, Jonathan S. Jaffe y Warren Strober publicaron un
estudio enfocado en la produccién de IL-2 en pacientes con IDCV. Para poder
evaluar este parametro evaluaron a 4 pacientes con IDCV cuyas células fueron
estimuladas con iomicina + PMA, PHA, anti CD3, anti CD2, SEB y SEB+ anti
CD28. Como primer hallazgo se report6 que la proliferacion no se encontraba
alterada en ningun paciente e incluso era mayor respecto a los controles sanos.
La produccion de IL-2 fue significativamente menor cuando las células fueron
estimuladas con anti CD3, SEB, anti CD2 y PHA; sin embargo, al estimular con
anti CD3+ anti CD28 o con iomicina + PMA se logré una produccion de IL-2 a
niveles normales respecto a los controles.

El hecho de que no se haya observado ningun defecto en la produccion de IL-2
cuando los linfocitos de los pacientes con IDCV fueron estimulados con la
combinacion de ionomicina + PMA demuestra que la falla en la produccion de
IL-2 observada con la estimulacion con la lectina PHA es debido a un defecto
de sefalizacion celular, en vez de una anomalia en la transcripcion de genes
de IL-2. La estimulacion con SEB o anti CD3 sugiere que existe un problema de
sefalizacion via TCR. En cambio, cuando se estimulo con la combinacion anti
CD3+ anti CD28 la produccion de IL-2 se recuper6, lo cual indica que la via de
sefalizacion mediante CD28 parece estar intacta. Este estudio concluye que
de acuerdo a los hallazgos antes mencionados, el defecto de produccion de
IL-2 en estos pacientes no es absoluto, sino que mas bien, es un defecto que

se puede superar con estimulos apropiados.®’

En 1999 se publicé un estudio realizado por Charlotte Cunningham-Rundles y
Carol Bodian en 248 pacientes con IDCV en los cuales las anomalias en las
células T fueron un factor comun. En dicho estudio se reporta que el 40% de
los pacientes tuvieron una respuesta proliferativa por debajo de lo normal,
respecto a los controles sanos, tras la estimulacion con PHA, Con A y PWM.
En cuanto a la frecuencia de los linfocitos T se encontrd que solo en un 20% de

los pacientes habifa una disminucién de los linfocitos TCD4+.*
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En 2004, un estudio realizado por Anthony David B. Webster en 150 pacientes
con IDCV reporté que un 25% de los mismos presentaba una ligera linfopenia
de T CD4+ y el 30% de los pacientes tenia niveles elevados de linfocitos T
CD8+. En el 10% se observé una muy baja proliferacion tras la estimulacion
con PHA e incluso con la co-estimulacién con anti CD3 y anti CD28.%®

Giovannetti A. y colaboradores en 2007 publicaron un estudio realizado en 60
pacientes con IDCV en el que se reportan diversos hallazgos en la inmunidad
celular. La frecuencia de los linfocitos T CD4+ se encontré significativamente
reducida en comparacién con los controles sanos, en cambio; la frecuencia de
los linfocitos T CD8+ se reporto significativamente incrementada. Aunado a
este dato se observo que la generacion timica de los linfocitos T CD4 naive
esta significativamente reducida en comparacion con los controles. Tras la
estimulacion con ionomicina y PMA en presencia de brefeldina A, se midieron
los niveles de IFN-y, IL-10, IL-4 e IL-2. La produccion de IFN-y se encontrd
significativamente incrementada en los pacientes, mientras que la IL-10 estaba
significativamente disminuida. Se observé que tanto IL-4 como IL-2 se
mantienen en los valores normales respecto a los controles en todos los
pacientes con IDCV. En cuanto a la proliferacion, ésta se encontrd
incrementada tanto en los linfocitos T CD4+ como en los linfocitos T CD8+, sin
embargo; se observé un incremento significativo en la expresion de anexina- V

lo cual indica un aumento en la apoptosis de los linfocitos T CD4+ y CD8+.%°

Rezaei N, Aghamohammadi A y colaboradores, en 2010 analizaron la
produccion de citocinas en 27 pacientes con IDCV tras la estimulacion con
PHA. No se encontraron diferencias significativas en cuanto a la produccién de
IL-2, IL-4, IL-5 e IL-10 respecto a los controles sanos. La produccion de IFN-y

fue significativamente mayor en los pacientes.*

A pesar de gque existen una serie de investigaciones sobre la naturaleza de la

IDCV desde que fue reconocida por primera vez en 1953,*' las causas
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fundamentales de esta enfermedad siguen siendo desconocidas; por lo que
resulta de suma importancia continuar estudiando a profundidad esta patologia.

2.2.6.3 PD-1/PD-L1 y autoinmunidad.

El receptor de muerte celular programada (PD1) y su ligando (PD-L1) tienen
una importante funcion inhibitoria que juegan un papel sumamente relevante en

la regulacion y homeostasis de la respuesta inmune.

Las moléculas PD-1/PD-L1 pertenecen a la familia B7/CD28. La expresion de
PD1 se induce en linfocitos T CD4+, T CD8+, células NKT, linfocitos B y
monocitos tras la activacion, aunque en los linfocitos T naive se expresa de
manera constitutiva en niveles muy bajos. PD-L1 (también conocido como B7-
H1 o CD274) se expresa en linfocitos B, linfocitos T, células dendriticas y

macréfagos, siendo mayormente expresado después de la activacion.*®

En las células T activadas, PD-1 se encuentra proximal a la membrana
plasmatica y cerca del aparato de Golgi y la red trans-Golgi. Durante la co-
estimulaciéon con la CD, PD-1 interactia con PD-L1 y conduce ala célulaT ala
sefalizacion. La interaccion de PD-1y PD-L1 da como resultado la fosforilaciéon
de los motivos basados en tirosina con funcion inhibitoria del inmunoreceptor
(ITIM) y los motivos switch basados en tirosina del inmunoreceptor (ITSM) en la
cola citoplasmatica, que promueve el reclutamiento de la tirosin-fosfatasa que
contiene el dominio de homologia con SRC 2 (SHP2) y conlleva a la
defosforilacién del fosfatidilinositol 3-cinasa (PIK3). PIK3 defosforilada es
incapaz de activar Akt, una protein-cinasa de treonina/serina que promueve la
activacion, proliferacion y supervivencia de la célula T. Akt activa NFkB, un
factor de transcripcion que aumenta la expresion de Bcl-2 (una proteina de
membrana anti-apoptética mitocondrial) y c-Myc (un factor de transcripcion
promotor del crecimiento), e induce la expresiéon de IL-2. Akt también inactiva
Bad (una proteina de membrana mitocondrial proapoptético) y miembros de la

Caja de Forkhead (FH) una familia de factores de transcripcion, que inducen la
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muerte celular. Ademas, la sefializacion por PD-1 impide directamente la
sefalizacion por el TCR ya que bloquea por fosforilacion a CD3, Zap70, y
PKCH8. Por lo tanto, el efecto de PD-1 es la induccién de un estado anti-
proliferativo y pro-apoptéticos en las células T.*

La via de sefalizacién por PD-1/PD-L1 es muy importante para numerosos
procesos fisiolégicos, incluyendo el desarrollo de la tolerancia central y
periférica. Diversos experimentos demuestran que la deficiencia genética de
PD-1 conlleva al desarrollo espontdneo de enfermedades autoinmunes con
manifestaciones que dependen del fondo genético de los ratones empleados:
glomerulonefritis en ratones C57BL / 6 y cardiomiopatia en ratones BALB /
c.’®® por otro lado, utilizando anticuerpos que bloquean PD-1y PD-L1 se han
inducido en ratén encefalomielitis y enteritis autoinmune.?® En los seres
humanos, se ha detectado que polimorfismos en PD-1 estan asociados con
enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso sistémico, artritis
reumatoide, esclerosis multiple y diabetes tipo 1. Lo anterior indica que la
interaccion de PD-1/PD-L1 ayuda a inhibir la activacion de células T

autoinmunes.?’

2.2.6.4 CTLA-4 y autoinmunidad.

El antigeno 4 asociado a linfocito T citotéxico (CTLA-4 6 CD152) es una
molécula de superficie que se expresa exclusivamente en linfocitos T CD4 y
CDS8 activados y se une a los mismos ligandos de CD28: B7-1 y B7-2, pero con
una afinidad de 20 a 50 veces mayor. Sin embargo, mientras que CD28 provee
una sefal co-estimulatoria para el desarrollo de una respuesta inmune, la
evidencia sugiere que CTLA-4 inhibe la activacion de las células T. CTLA-4
regula la tolerancia periférica a través de diferentes mecanismos. En primer
lugar inhibe la activacion de células T patogénicas mediante la modulacién del
sistema de sefializacién del TCR, especificamente con la fosforilacion de su
cadena &. Sin embargo el mecanismo exacto de la sefalizacion a través de la
cola citoplasmatica de CTLA-4 y el papel que juega PIK-3 cinasa y SHP-2 es

aun desconocido. %
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Diversos estudios demuestran que el bloqgueo de CTLA-4 con anticuerpos
monoclonales, aumenta la proliferacion celular, la produccion de IL-2 y la
velocidad del ciclo celular.?? En general se ha observado en modelos animales
gue el bloqueo de CTLA-4/B7 interfiere con el progreso de enfermedades
autoinmunes como diabetes, lupus, encefalomielitis y artritis reumatoide. De
igual modo ratones knockout de CTLA-4 desarrollan enfermedades

autoinmunes espontaneas. %

El papel de CTLA4 se ha investigado en diversas enfermedades autoinmunes
humanas. Originalmente, la asociacion entre CTLA4 y las enfermedades
autoinmunes se demostro en un estudio que abarco pacientes con enfermedad
de Graves, actualmente CTLA-4 se relaciona con la esclerosis mdltiple,

diabetes tipo 1 y lupus eritematoso sistémico.?

En conjunto, estas observaciones sugieren que la interaccion de CTLA-4/B7
juega un papel critico en la regulacién de la tolerancia y por lo tanto en la

susceptibilidad de la presencia de enfermedades autoinmunes.

2.2.7 Relevancia del estudio de la IDCV.

A pesar de los importantes avances logrados en la comprensiéon de la IDCV,
incluidos las alteraciones de algunos genes y la deteccion de disfunciones de
diversos componentes del sistema inmune, en la mayoria de los pacientes con
IDCV se desconoce la causa exacta de la presencia de esta enfermedad.

La dificultad en el estudio de estos pacientes probablemente esta relacionada
con la heterogeneidad en las caracteristicas clinicas e inmunolégicas, que van
desde las infecciones recurrentes hasta la presencia de enfermedades

autoinmunes.

Aun con la creciente acumulacion de conocimientos, varias preguntas

fundamentales siguen sin respuesta en la IDCV, como lo son: la capacidad de
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activacion y proliferacion de los linfocitos T, las alteraciones precisas en la
produccion de citocinas, la funcion de las diversas moléculas co-estimuladoras,
la funcion de las APC, entre otras. Por lo tanto es necesario abordar a
profundidad todas estas incognitas con la finalidad de comprender a fondo esta
patologia y en un futuro implementar nuevos tratamientos que brinden a los

pacientes una mejor calidad de vida.

3. JUSTIFICACION.

Los resultados de estudios previos demuestran que no existe un consenso
acerca de la frecuencia, capacidad de proliferacion y diferenciacion de los
linfocitos T en los pacientes con IDCV. En vista de la alta incidencia de
autoinmunidad en dichos pacientes, es posible que estas discrepancias puedan
explicarse de acuerdo a la presencia o0 ausencia de enfermedades
autoinmunes que acompaifan la inmunodeficiencia. Por lo anterior, resulta de
suma importancia realizar estudios que proporcionen mayor informacion acerca

de la inmunidad celular en pacientes con IDCV.

4. HIPOTESIS.

La frecuencia, capacidad de activacion y diferenciacion de los linfocitos T en los
pacientes con IDCV dependera de la presencia o ausencia de enfermedades

autoinmunes en los pacientes

5. OBJETIVO.

Evaluar la frecuencia, capacidad de activacion y diferenciacion de los linfocitos
T en pacientes con IDCV con presencia o ausencia de enfermedades

autoinmunes.
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5.1 OBJETIVOS PARTICULARES.

e Determinar la frecuencia de linfocitos T tanto CD4 como CD8 en sangre
periférica de pacientes con IDCV.

e Determinar la capacidad de proliferacién de los linfocitos T de pacientes
con IDCV.

e Evaluar la capacidad de diferenciacion de los linfocitos T de pacientes
con IDCV a través de la produccion de citocinas.

e Evaluar la expresion de moléculas involucradas con el freno de la
activacion celular (PD1, PDL-1y CTLA-4) en pacientes con IDCV.

6. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

6.1MUESTRAS BIOLOGICAS.

Sangre periférica de pacientes con IDCV. Se trabajo con un grupo de 19
pacientes con diagnostico de IDCV. Las muestras de sangre periférica de
los pacientes fueron obtenidas por puncion venosa en la Clinica de Alergia
e Inmunologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI. Cabe sefialar que
todos los pacientes se encontraban bajo tratamiento de gammaglobulina
humana sin ningun otro tratamiento adicional a este; y las muestras se
tomaron al dia 30 después de la administracion de dicho tratamiento con la
finalidad de que éste no influyera en las determinaciones realizadas,
recordando que el tiempo la vida media de las gammaglobulinas es de

aproximadamente 21 dfas.?’
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Sangre periférica de individuos sanos. Se trabajo con un grupo de 16
controles sanos. La sangre de individuos sanos se obtuvo a partir de
concentrados leucocitarios de donadores del banco central de sangre del
Centro Médico Nacional Siglo XXI.

6.2 EQUIPOS, REACTIVOS Y SOLUCIONES

6.2.1 EQUIPOS.
v' Campana de flujo laminar Forma Scientific®

v' Centrifuga Hettich®

v Incubadora Nuaire®

v Sistema de purificacién de agua Mili-Q® Millipore®
v' Citémetro de flujo FACS ARIA®

v Citémetro de flujo FACS CALIBUR®

6.2.2 REACTIVOS.
v" Azul tripano.

v' 5-carboxifluorescein-succidimilester (CFSE), Fluka®

(\

Enterotoxina B de Staphylococcus aureus. (SEB), Toxin Tecnology®

Anti humano CD2 conjugado con PE, BD Pharmingen®

Anti humano CD3 conjugado con PE, eBioscience®

Anti humano CD4 conjugado con PECy7, BD Pharmingen®

Anti humano CD8 conjugado con APCH7, BD Pharmingen®

Anti humao PD1conjugado con FITC, BD Pharmingen®

Anti humano PDL-1conjugado con PE, BD Pharmingen®

Anti humano CTLA-4 conjugado con PECy5, BD Pharmingen®
‘“Human Th1/Th2/Th9/Th17/Th22 13plex Kit FlowCytomix”,
eBioscience®.

AN NN U N N NN
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6.2.3 SOLUCIONES.
v' PBS 10X: 82g/L NaCl, 1.56g/L KCl, 11.5g/L NazHPOa, 3.42g/L KH2POa.
v PBS 1X: dilucién 1:10 a partir del PBS 10X y ajustando volumen con
agua Mili-Q, pH 7.4.
v PBS/BSA 0.1% filtrado.
Buffer de FACS: PBS 1X, 2% de suero de caballo, 5mM EDTA.

v' Medio RPMI 1640 suplementado: aa no esenciales, L-glutamina,

<

piruvato de sodio, SFB, 2-B-MeOH, penicilina/estreptomicina.
v Suero fetal bovino, HyClone®

6.2.4 Citometria de flujo.

La citometria de flujo es una técnica de estudio y deteccion rapida y sencilla de
determinados parametros de células (o particulas) cuando fluyen a través de un
punto donde se cruzan con un laser. Mientras esto sucede se pueden hacer la
medicidn simultanea de multiples caracteristicas fisicas de una sola célula. El
sistema de citometria de flujo esta compuesto por cinco unidades
principales: una fuente de luz (lampara de mercurio o laser), flujo celular,
unidad de filtros Opticos para la deteccion de longitudes de onda especificas,
fotodiodos o fotomultiplicadores para la amplificacion de la sefial y una

unidad de operacién y procesamiento de datos.

Sistema de flujo

El sistema de flujo posee un capilar a través del cual se hace pasar un
liquido isotonico, a manera de una funda, con una velocidad y presion
constante; estas caracteristicas son necesarias para la formacion de un flujo
laminar (sin turbulencia). Al mismo tiempo, por el centro del capilar se
hace pasar la suspensién celular, con aproximadamente de 5 x 10° a 2 x 10’

células/mL y a una presiéon mayor que la del flujo acarreador. Este enfoque
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hidrodindAmico asegura de que las células permanezcan centradas Yy

viajen una tras otra en el chorro de inyeccion.

Sistema Gptico

La fluorescencia y la luz dispersada se producen cuando una célula contenida
en el liquido inyectado pasa por el rayo enfocado de un laser. La luz
dispersada hacia el frente es colectada por un detector que capta la luz
difractada entre 1 y 10° arriba 0 abajo del punto de incidencia del laser. La
luz dispersada lateralmente y la fluorescencia son colectadas por un lente
gue esta a 90° del eje de incidencia del laser. Esta luz lateral y la fluorescencia
son divididas por un “beamsplitter” (Divisor del rayo) para separar entre la luz
difractada y la fluorescencia. La luz dispersada hacia delante (Forward scatter)
provee informacion sobre el tamafio de la célula. La luz dispersada hacia
los lados (Side scatter) provee informacion sobre la granularidad y
morfologia celular. La fluorescencia es a su vez dividida por un espejo dicrdico
que permite distinguir entre diferentes longitudes de onda; si la célula va
marcada con un fluoroforo, la luz fluorescente se procesa, a través del
fotomultiplicador, en el sistema procesador de datos y los resultados son
analizados por el software del citdmetro. Cada detector de fluorescencia tiene
otros filtros Opticos para excluir la luz del laser dispersada y para dejar pasar la

luz con la longitud de onda deseada para ese detector.

Obtencion de los datos e interpretacion.

El citbmetro va acompafiado por una computadora que adquiere los datos
proporcionados por el sistema eléctrico y hace una presentacion grafica. La
computadora produce un histograma o un despliegue de dos parametros (dot
plot o contour plot) a partir de la luz dispersada por las células o a partir de la

fluorescencia.”*
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6.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

6.3.1 Obtencién de células mononucleares de sangre periférica (PBMC).

Tanto el concentrado leucocitario de individuos sanos como la sangre periférica
de pacientes con IDCV se diluy6 1:1 en PBS. Posterioemente se purificaron las
células mononucleares por un gradiente Ficoll-Hypaque y se sometieron a
centrifugacion a 2000 rpm por 30 minutos. Transcurrido ese tiempo se
colectaron las células y se lavaron con PBS, a 1500 rpm durante 3 minutos,
posteriormente se realizo un lavado a 700 rpm durante 10 minutos y finalmente
un tercer lavado a 1500 rpm durante 10 minutos. Enseguida se resuspendio el
boton celular en PBS y se contaron las células empleando azul tripano en una

camara de Neubauer.

6.3.2 Fenotipificacion de PBMC.

Una vez obtenidas las PBMC se realiz6 una fenotipificacion para observar las
frecuencias de linfocitos T utilizando los anticuerpos CD3-PE, CD4-PECy7 y
CD8-APCH?7. La incubacion se realizé por 20 minutos en completa proteccion
de la luz. Transcurrido el tiempo de incubacién se efectuaron 2 lavados a 1500
rom durante 3 minutos con buffer de FACS. Por ultimo las células fueron
resuspendidas en 200uL de buffer de FACS para ser analizadas por citometria
de flujo (FACS ARIA).

6.3.3 Cultivos celulares.

e Cultivo celular (proliferacion).

Marcaje con CFSE. Las células fueron resuspendidas a 1x10” cel/ml PBS/BSA

0.1 %, posteriormente se adicion6é CFSE (1ul CFSE/mI suspension celular) y se
incubaron durante 10 minutos a 37°C. Transcurrido el tiempo de incubacién se
detuvo la reaccion de marcaje agregando suero fetal bovino en la misma
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proporcion que el PBS/BSA 0.1%. Por ultimo se lavaron las células con
PBS/BSA 0.1% a 1500 rpm durante 3 minutos y se resuspendieron en medio
RPMI.

En una placa de cultivo celular de 12 pozos, se colocé en cada pozo un millén
de células previamente marcadas con CFSE en un mililitro de medio RPMI. En
el primer pozo sélo se colocaron las células resuspendidas (condicidén sin
estimular), en el segundo pozo se adicion6 1ul de SEB y en el tercer pozo se
agrego6 1ul de SEB y 1ul de anti- CD28.

La placa se incub6 durante 6 dias a 37°C y 5% de COz.

e Cultivo celular (expresion de receptores de co-inhibicion).
En una placa de cultivo celular de 12 pozos, se coloco en cada pozo un millén
de células en un mililitro de medio RPMI. En el primer pozo solo se colocaron
las células resuspendida (condicion sin estimular), en el segundo pozo se
adicion6 1pl de SEB. La placa se incubo durante 2 dias a 37°C y 5% CO2.

6.3.4 Tincion superficial de inmunofluorescencia.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion del cultivo celular, se recuperaron
las células centrifugando a 1500 rpm durante 3 minutos. Los sobrenadantes
fueron recuperados y almacenados a -70°C para su posterior empleo.

Las células fueron colocadas en una placa de fondo conico e incubadas con la
mezcla de anticuerpos correspondiente. Para el cultivo de proliferacion los
anticuerpos fueron CD3-PE, CD4-PECy7 y CD8-APCH7. Cabe sefialar que la
proliferacion celular fue seguida a través de la CFSE que es detectada en el
canal correspondiente a FITC.

Para el cultivo de expresion de receptores de co-inhibicidn se utiliz6 CD2-PE,
CD4-PECy7, CD8-APCH7, PD1-FITC, PDL-1-PE y CTLA-4 -PECYyS5.

La incubacion se realizé por 20 minutos en completa proteccion de la luz.
Transcurrido el tiempo de incubacion se efectuaron 2 lavados a 1500 rpm

durante 3 minutos con buffer de FACS. Por ultimo las células fueron
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resuspendidas en 200uL de buffer de FACS para ser analizadas por citometria
de flujo (FACS ARIA).

6.3.5 Deteccidn de citocinas.

Una vez seleccionados los sobrenadantes previamente preservados a -70°C,
se descongelaron a temperatura ambiente. Inicialmente se reconstituyeron las
13 proteinas estandar que contiene el kit “Human Th1/Th2/Th9/Th17/Th22
13plex Kit FlowCytomix” para posteriormente a partir de estas preparar la
mezcla estandar con 10ul de cada proteina. Esta mezcla representa la
concentracion mas alta de las 13 citocinas y por medio de siete diluciones
seriales se construy0 una curva decreciente de concentracion. Esta curva
permite determinar la cantidad de cada citocina presente en las muestras. En
seguida se preparé la mezcla de perlas de acuerdo al nUmero de muestras a
tratar; de igual manera se prepar6 la mezcla de anticuerpos conjugados con

biotina.

En una placa de fondo conico de 96 pozos se colocaron las muestras (25 ul) y
a continuacion se les agreg6 a cada pozo 8.5ul de la mezcla de perlas y 17yl
de la mezcla de anticuerpos conjugados con biotina. Se incubaron durante 2
horas en total proteccion de la luz a temperatura ambiente. Transcurrido el
tiempo de incubacién se lavé cada pozo con 200ul de Buffer de Ensayo a
200 xg durante 5 minutos y en seguida se adicionaron 17ul a cada pozo de la
solucion de Estreptavidina-PE y se incub6 a temperatura ambiente por una
hora en total proteccion de luz. Terminado el tiempo de incubacion se realizo
un lavado bajo las mismas condiciones antes mencionadas y finalmente se
agregaron 400ul de Buffer de Ensayo para proceder al analisis por citometria
de flujo (FACS CALIBUR).
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6.3.6 Analisis estadistico.

Todo el andlisis estadistico y las representaciones graficas se realizaron con el
software GraphPad Prism 6 para Windows. Para comparar varios grupos se
utilizé la prueba de Krustal-Wallis, mientras que para la comparaciéon de dos
grupos se empled la prueba Mann-Whitney de dos colas.
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7. RESULTADOS.

7.1 Identificacion de las subpoblaciones celulares presentes en la
sangre periférica de individuos sanos y pacientes con IDCV.

Se realizd una tincion de superficie con una mezcla de anticuerpos marcados
con distintos fluorocromos los cuales se analizaron por citometria de flujo.
Inicialmente se descartaron los detritus celulares (Figura 1A), después se
eliminaron las células agregadas que pudieran estar presentes en el momento
de pasar la suspension celular en el citometro de flujo (Figura 1B), y a partir de
estas se seleccionaron aquellas positivas para el marcador CD3 (Figura 1C)
presente en los linfocitos T; por ultimo para poder identificar a los linfocitos T
CD4+y T CD8+ se incluyeron estos dos ultimos marcadores y se seleccionaron

las regiones positivas respectivas para cada marcador (Figura 1D).

A B

BEC
"

Comp-PE-A Carg-PE-CyF-A

Figura 1. Andlisis de linfocitos T presentes en sangre periférica. Graficas
de puntos representativos de la secuencia de andlisis realizado para identificar
las subpoblaciones de linfocitos T. A) Exclusion de detritus celulares, B) Region
sin células agregadas, C) Regién de linfocitos T, D) Subpobaciones de
linfocitos T CD4+ y CD8+.

27



D —

7.2 Frecuencias de los linfocitos B y subpoblaciones de linfocitos T
en los pacientes con IDCV.

En diversos trabajos se ha estudiado cdmo se encuentra la frecuencia tanto de
los linfocitos B como de los linfocitos T en grupos de pacientes con IDCV. En
general se ha observado que en los pacientes existe una linfopenia de T CD4+
y en algunos trabajos se reporta un incremento de los linfocitos TCD8+. En
cuanto a los linfocitos B se sabe que estos se encuentran en niveles normales
respecto a los controles o ligeramente disminuidos. Inicialmente se determiné
la frecuencia de los linfocitos B y subpoblaciones de linfocitos T en los 19
pacientes y 16 controles, hallandose una disminucidn significativa (p<0.05%)
en la frecuencia de los linfocitos B en los pacientes con IDCV respecto a los
controles sanos, sin embargo; en ningun caso existe ausencia de linfocitos B, lo
gue coincide con las caracteristicas del diagnéstico de IDCV de cada uno de

los pacientes incluidos en este estudio (Figura 2A).

En cuanto a los linfocitos T se encontré6 una disminucién significativa de los
linfocitos T de los pacientes con IDCV (Figura 2B) observada mediante el
marcador CD3+. Dicha disminucion en la frecuencia de linfocitos T es debida a
una disminucion de los linfocitos T CD4+ (Figura 2C) donde de igual manera
se observa una disminucion significativa de la frecuencia de los mismos
respecto a los controles. Por otro lado, los linfocitos T CD8+ no se encuentran
afectados y su proporcion no presenta diferencias respecto a los controles
(Figura 2D). Debido a que los linfocitos T CD8+ no tienen alteraciones
notables, los siguientes estudios realizados en este trabajo se enfocaran en los
linfocitos T CD4+.

En todas las graficas los triAngulos negros sefialan a los 6 pacientes que

presentan enfermedades autoinmunes, mientras que en circulos grises se

muestran a los demas pacientes que no presentan enfermedades autoinmunes.
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De acuerdo a este parametro, en la Figura 2 se puede observar que tanto la
disminucién de la frecuencia de los linfocitos B como de los linfocitos T CD3+/
CD4+ es independiente a la presencia o ausencia de autoinmunidad.
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Figura 2. Frecuencias de los linfocitos B y subpoblaciones de linfocitos T
en los pacientes con IDCV. En las gréficas se muestran tanto a los controles
como a los pacientes: A) Frecuencia de linfocitos B, B) Frecuencia de linfocitos
T CD3+, C) Frecuencia de linfocitos T CD4+, D) Frecuencia de linfocitos T
CD8+. * =P< 0.05
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7.3 Evaluacion de la capacidad de proliferaciéon de linfocitos T en
pacientes con IDCV.

Una vez que se obtuvieron las células mononucleares tanto de los pacientes
con IDCV como de los controles sanos, se procedié a realizar un cultivo por
seis dias estimulado por un lado con SEB (Enterotoxina B de Staphylococcus
aureus) y por otro lado con SEB mas anti-CD28. Esto se realiz6 con la finalidad
de determinar si los linfocitos T de los pacientes eran capaces de ser activados
via TCR-MCH Il (dado que es la manera en la que actla el superantigeno) y si
la sefalizacion por esta via era suficiente o requeria la co-estimulacion
adicional; para lo que se adicion6 anti-CD28; de tal manera que como

consecuencia se observara la proliferacion de los linfocitos T.

En la Figura 3 se muestra un histograma representativo de la proliferacion
observada tanto en los controles como en los pacientes tras el andlisis de la
muestra por citometria de flujo. Todas las células del cultivo fueron marcadas
con CFSE (5-carboxifluorescein-succidimilester) y a través de la fluorescencia
emitida por este compuesto fue posible determinar la capacidad de
proliferacion de los linfocitos T debido a que con cada division celular se
observa una menor fluorescencia como consecuencia de la division equitativa
del compuesto. Como se muestra en la figura, la intensidad de fluorescencia
emitida tras la estimulacion en ambas condiciones es mucho menor en
comparacion con el cultivo sin estimular, lo cual indica que los linfocitos T tanto

CD4+ como CD8+ han proliferado.
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Figura 3. Histogramas representativos de la proliferacion de linfocitos T
de controles sanos y pacientes con IDCV. Los histogramas muestran la
proliferacion de linfocitos T CD3+, CD4+ y CD8+ tras la activacion con SEB y
SEB+ anti-CD28.

El analisis mostrado anteriormente fue realizado para cada paciente y control

sano. Los datos recopilados se muestran en la Figura 4.

Evidentemente tras la estimulacion en ambas condiciones la capacidad de
proliferacion es bastante alta tanto en los controles como en los pacientes. Al
ser el superantigeno un activador policlonal dicha proliferacion resulta
entendible dado que la Unica restriccidon para la activacion es el reconocimiento
de alguno de los VB que SEB reconoce (3, 12, 14, 15, 17, 20).
Interesantemente no se encontré diferencia en la capacidad de proliferacion de
los linfocitos T en general (Figura 4A), sin embargo; aquellos pacientes que
presentan alguna enfermedad autoinmune se sitdan en los porcentajes mas
altos de proliferacion tras la activacion en ambas condiciones. De la misma
manera, en el caso especifico de los linfocitos T CD4+ (Figura 4B) la
proliferacion tras la estimulaciéon con SEB no muestra diferencias respecto a los
controles e incluso con la estimulacion de SEB mas anti-CD-28 existe un

incremento significativo, en dénde una vez mas los pacientes con alguna
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enfermedad autoinmune son los que se encuentran situados en los mayores

porcentajes de proliferacion.

Para corroborar si en efecto el incremento estadisticamente significativo en la

proliferacion se debia a

los pacientes que presentan enfermedades

autoinmunes, en la Figura 4C se dividi6 a los pacientes en: pacientes sin

enfermedades autoinmunes (S/A) y pacientes con enfermedades autoinmunes

(CIA), y se aplico la prueba estadistica correspondiente, encontrandose que

efectivamente el incremento significativo en la proliferacion se observa

solamente en los pacientes con enfermedades autoinmunes.
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Figura 4. Capacidad de proliferacion de los linfocitos T CD3+/CD4+ en
pacientes con IDCV. A) Proliferacion en linfocitos T CD3+, B) Proliferacion en
linfocitos T CD4+, C) Aumento en la proliferaciéon en linfocitos T CD4+ de
pacientes con IDCV y autoinmunidad. *= P<0.05

7.4 Expresion de PD-1/PD-L1 en linfocitos T de pacientes con IDCV.

Debido a que diversos estudios demuestran una relacién estrecha entre la
presencia de enfermedades autoinmunes y la expresion de PD-1 y PD- L1; en
este estudio se evaluaron a estas moléculas tras la estimulacion por 48 horas
con SEB.

En la Figura 5A se observa que tras la estimulacién con SEB, los linfocitos T
de los pacientes con IDCV tienen un incremento significativo en la expresion de
PD-1, a diferencia de los controles donde a pesar de la estimulacién el
incremento en la expresion de PD-1 no es estadisticamente significativo. Dicho
incremento en la expresion de PD-1 en los pacientes se ve reflejado
directamente en sus linfocitos T CD4+ (Figura 5B), donde al parecer los
pacientes con enfermedades autoinmunes logran expresar niveles mas altos de
ésta molécula. Para corroborar este dato en la Figura 5C se dividié a los

pacientes sin enfermedades autoinmunes (s/a) y con enfermedades
33



autoinmunes (c/a) y posteriormente se aplico

correspondiente la cual revel6 que en
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la prueba estadistica

efecto son los pacientes con alguna

enfermedad autoinmune los que expresan mayormente PD-1 en sus linfocitos T

CD4+ tras la estimulacién con SEB; en cambio, los pacientes sin enfermedades

autoinmunes mantienen una expresion de PD-1 baja parecida a la de los

controles tras la estimulacion.
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Figura 5. Expresion de PD-1 en linfocitos T CD2+/CD4+. A) Expresiéon de
PD-1 en linfocitos T CD2+. B) Expresion de PD-1 en linfocitos T CD4+. C)
Aumento en la expresiéon de PD-1 en linfocitos T CD4+ de pacientes con IDCV

y autoinmunidad. *= P<0.05
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De igual manera, tras 48 horas de estimulacion con SEB se evaluo la expresion
de PD-L1 en los linfocitos T mediante citometria de flujo, hallAndose un
incremento significativo tanto en los controles como en los pacientes (Figura
6A). Sin embargo, al observar a los pacientes que presentan autoinmunidad,
estos se encuentran situados a lo largo de la escala de IMF, lo cual indica que
el incremento en la expresion de PD-L1 es independiente de la autoinmunidad.
En cuanto a los linfocitos T CD4+ presentan el mismo comportamiento que los
linfocitos T totales, corroborando el dato de que el incremento de PD-L1 es
independiente de la autoinmunidad (Figura 6B).
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Figura 6. Expresion de PD-L1 en linfocitos T CD2+/CD4+. A) Expresion de
PD-L1 en linfocitos T CD2+. B) Expresion de PD-1 en linfocitos T CD4+.
*= P<0.05
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7.5 Expresion de CTLA-4 en linfocitos T de pacientes con IDCV.

La relacion entre la expresion de CTLA-4 y la presencia de enfermedades
autoinmunes ha sido estudiada en diversos trabajos en donde se ha
demostrado su papel fundamental en la generacién de tolerancia central y
periférica. Por lo anterior se evalud la expresion de esta molécula en los
pacientes con IDCV y su posible relacién con la presencia o no de alguna
enfermedad autoinmune.

Tras 48 horas de cultivo celular estimulado con SEB se determind mediante
citometria de flujo la expresion de CTLA-4. En la Figura 7A se observa que
existe un incremento significativo en la expresion de dicha molécula en los
linfocitos T tanto de los controles como de los pacientes, y este incremento
recae en los linfocitos T CD4+ (Figura 7B). De acuerdo a la clasificacion de la
presencia o0 ausencia de autoinmunidad, es evidente que el incremento en la
expresion de CTLA-4 es independiente de la autoinmunidad y en general todos

los pacientes con IDCV son capaces de expresar esta molécula de co-

inhibicion.
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Figura 7. Expresion de CTLA-4 en linfocitos T CD2+/CD4+. A) Expresion de
CTLA-4 en linfocitos T CD2+. B) Expresién de CTLA-4 en linfocitos T CD4+.
*= P<0.05
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7.6 Produccion de citocinas proinflamatorias en los pacientes con IDCV.

Ante la estimulacion con una gran variedad de agentes, incluidas las
endotoxinas, los linfocitos T son capaces de expresar citocinas pro-
inflamatorias. Dentro de las citocinas proinflamatorias por excelencia se
encuentran la IL-1 y la IL-6, parte de sus efectos proinflamatorios se debe a
que inducen la liberacibn de histamina en los mastocitos, generando
vasodilatacién y aumento de la permeabilidad vascular en el lugar de la
inflamacion. La IL-6 cumple funciones muy parecidas a la IL-1B, aunque en el
caso de la IL-6 también contribuye a la diferenciacion de los linfocitos B hacia

células plasmaticas secretoras de anticuerpos®>.

Las citocinas proinflamatorias tienen un papel relevante en los pacientes con
IDCV, ya que su correcta produccion es fundamental en el combate a las
recurrentes infecciones que presentan. Es por esto que se evaluaron estas
citocinas en el grupo de pacientes con IDCV de éste estudio tras la
estimulacion por 6 dias con SEB y con SEB mas anti CD-28 con la finalidad de
observar cOmo se encuentra su produccion respecto a los controles y si la co-

estimulacion puede favorecer o no la produccion de las mismas.

En la Figura 8A se muestran los resultados para la IL-1B, donde tanto los
pacientes como los controles logran producir cantidades de IL-13 similares tras
la estimulacién con ambas condiciones, por lo que no existen diferencias
significativas entre grupos. La capacidad de sintesis de ésta citocina en los

pacientes con IDCV no se encuentra alterada.

En la Figura 8B se observa que la producciéon de IL-6 tampoco se encuentra
alterada en los pacientes con IDCV respecto a los controles, e incluso los
pacientes logran incrementar significativamente la cantidad de IL-6 producida
tras la estimulacién con SEB en comparacion de cuando no estan estimulados,

por lo que la via de sefializacién y sintesis para la IL-6 es adecuada.
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Cabe sefalar que en la evaluacion de ambas citocinas, no se observa un
patrén caracteristico para los pacientes con IDCV y autoinmunidad, por lo que
en general la produccién de las citocinas proinflamatorias determinadas es

independiente de la autoinmunidad.
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Figura 8. Produccion de citocinas proinflamatorias en los pacientes con
IDCV. A) Produccion de IL-183, B) Produccion de IL-6. * =P< 0.05
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7.7 Produccién de IL-10 (anti-inflamatoria) en los pacientes con IDCV.

La IL-10 es capaz de ser producida por linfocitos del tipo Thl y Th2 y es la
citocina inmunosupresora por excelencia, inhibiendo la sintesis de muchas
otras citocinas, entre las que podemos citar al IFN-y, TNF-a, IL-2 y IL-1B. La
IL-10 ejerce multiples actividades inmunomoduladoras necesarias para evitar

estados de activacidn cronicos e incluso respuestas de tipo autoinmune.

Tras la activacion por 6 dias con SEB y SEB méas anti-CD28 se evaluo la
produccién de IL-10 (Figura 9) hallandose en los pacientes con IDCV una
disminuciéon significativa respecto a los controles en la produccién de esta
citocina tras la estimulacion con SEB e incluso con la co-estimulacion no es
posible elevar los niveles de IL-10. Dicha disminucién resulta ser independiente

de la presencia o ausencia de autoinmunidad.

Es posible observar que en los pacientes a diferencia de los controles, no se
logra un incremento significativo respecto a si mismos en las cantidades de
IL-10 tras la activacion; esto sugiere que los pacientes con IDCV tienen una
alteracion en la sintesis de esta citocina a través de la via sefalizacion MHC Il -
TCR.
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Figura 9. Produccion de IL-10 en los pacientes con IDCV. *=P<0.05
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7.8 Produccién de IL-2 en los pacientes con IDCV.

La IL-2 es secretada por linfocitos T activados por un estimulo antigénico. Es
un factor de crecimiento de células T, ya que es el principal agente que controla
su proliferacion.

En diversos estudios con pacientes con IDCV esta citocina es una de las mas
estudiadas, sin  embargo, los resultados obtenidos son muy diversos
hallandose desde niveles normales de produccion hasta niveles sumamente
disminuidos respecto a los controles. Es por ello que en el presente estudio se
evalud la produccién de IL-2 tras el estimulo por 6 dias con SEB y con SEB+
anti-CD28.

En la Figura 10 se observa que ni los linfocitos T de los controles ni de los
pacientes son capaces de producir IL-2 solo con la estimulacion con SEB; en
cambio, cuando se adiciona anti-CD28 los controles logran incrementar
significativamente sus niveles de IL-2, mientras que en los pacientes con IDCV
también se observa un incremento significativo aunque un poco menos fuerte
respecto a si mismos sin estimular. Ademas en presencia de anti CD28, se
observa en los pacientes una disminucion estadisticamente significativa en la

produccion de IL-2 respecto a los controles.

Interesantemente en los pacientes con IDCV se logra observar que existe un
grupo bien definido de pacientes que con la co-estimulacién del anti-CD28
logran recuperar la produccion de IL-2 e incluso asemejan la produccién de los
controles, por otro lado con el resto de los pacientes no se logra esta
recuperacion. La produccion de IL-2 es independiente de la presencia de

autoinmunidad.
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Figura 10. Produccion de IL-2 en los pacientes con IDCV. *=P<0.05

7.9Capacidad de diferenciacion hacia el perfil Thl en los pacientes con
IDCV.

Al reconocer el antigeno, las células T indiferenciadas se diferencian en varias
clases funcionales de células T efectoras que se especializan en diferentes
actividades. Las células T CD4 indiferenciadas pueden diferenciarse por
distintas vias que generan subgrupos efectores con diferentes funciones
inmunitarias. Los principales subgrupos efectores CD4 que se han descubierto
a la fecha son los TH1, TH2 y TH17.

Las células Thl CD4 colaboran en la activaciéon clasica de los macrofagos ya
gue los Thl segregan fundamentalmente IFNy. Los Thl son importantes en la
defensa frente a los microorganismos intracelulares. También ayudan a las

células B para la produccion de anticuerpo de tipo 1gG2.

El IFN-y es la citocina caracteristica producida por células Thl, que junto con
TNF-a, que también es secretada por células Thl en sitios de infeccion,

cambian las propiedades de superficie de las células endoteliales de modo que

41


http://es.wikipedia.org/wiki/Interfer%C3%B3n

D —

los fagocitos se adhieran a ellas. Debido a la gran importancia que tiene la
diferenciacion Thl en el combate a infecciones, es sumamente relevante

analizar como se encuentra esta diferenciacion en los pacientes con IDCV.

En la Figura 11, se muestra la produccién de las dos citocinas antes
mencionadas que nos ayudan a identificar la polarizacion hacia el perfil Thl. La
Figura 11A muestra a la citocina caracteristica de perfil Th1, el IFNy, el cual se
encuentra producido en cantidades comparables a las de controles y sin
diferencia estadistica. También se observa que su produccién es independiente
de la presencia de enfermedades autoinmunes y existe un incremento
significativo bastante alto respecto a si mismos sin estimular tras la activacion
con SEB y SEB mas anti-CD28, el cual no se observa tan fuertemente en los

controles.

Aunado a lo observado con el IFNy, en la Figura 11B se muestra la produccion
de TNFaq, la cual tampoco se encuentra afectada en los pacientes con IDCV, es
decir; no existen diferencias respecto a los controles. De igual manera su
produccion es independiente de la presencia de enfermedades autoinmunes y
se observa un incremento significativo en presencia de anti-CD28 respecto a si
mismos sin estimulacion, en cambio los controles muestran niveles
estadisticamente superiores incluso solo con la estimulacién con SEB respecto

a si mismos sin estimular.
De acuerdo a estos resultados, todos los pacientes con IDCV tienen una

capacidad de diferenciacion Thl adecuada dado que no hay diferencias

estadisticas entre éstos y los controles.
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Figura 11. Diferenciacion hacia Thl en pacientes con IDCV. A) Produccion
de IFNy , B)Produccion de TNFa. * =P< 0.05

7.10 Capacidad de diferenciacion hacia el perfil Th2 en pacientes con
IDCV.

Las células Th2 CD4, producen principalmente IL-4 (que estimula la secrecion
de IgE), IL-5 (que activa eosinofilos) e IL-13 ( homologa de IL-4 que comparte
varias funciones biolégicas como la estimulacion de la secrecion de IgE). Los
Th2 son importantes en las reacciones alérgicasy en la defensa frente a

pardsitos.

Como se muestra en la Figura 12, los pacientes con IDCV no presentan una
diferenciacion alterada hacia Th2. Tanto la IL-4 (Figura 12A), IL-5 (Figura 12B)
e IL-13 (Figura 12C), se producen en cantidades normales respecto a los
controles tras la estimulacion con SEB y SEB mas anti-CD28. Tampoco se

observa que los pacientes que presentan enfermedades autoinmunes tengan
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un patron especifico en la produccion de dichas citocinas, por lo que en general

todos los pacientes tienen una capacidad de diferenciacion Th2 adecuada.

Interesantemente a pesar de no haber diferencias significativas en la

produccién de IL-13 en los pacientes con IDCV respecto a los controles, se

observa que en presencia de la co-estimulacion con anti CD-28 se producen

cantidades significativamente mayores de ésta citocina respecto a si mismos

sin estimular, por lo que la co-estimulacién favorece una mejor sintesis de

IL-13.
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Figura 12. Diferenciacion hacia Th2 en pacientes con IDCV. A) Produccion
de IL-4, B) Produccién de IL-5, C) Produccion de IL-13. * =P< 0.05

7.11 Capacidad de diferenciacion hacia el perfil Th17 en pacientes con
IDCV.

Las células T denominadas Th17, son el tercer tipo de células colaboradoras y
desempeiian un papel fundamental en la respuesta contra bacterias de
crecimiento extracelular y hongos.>” Asimismo, se ha descrito para ellas un
efecto proinflamatorio que les permite funcionar como puente entre la
inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. Las células Th17 producen IL-17,
la cual actia sobre un amplio panel de células, y las estimula a secretar
potentes mediadores de la infamacion como IL-1, TNFa, IL-6, IL-8,
prostaglandina E2, quimiocinas y metaloproteasas. Ademas de actuar sobre las
células del tejido, la IL-17 es esencial en el reclutamiento, activacién y

migracion de otras células del sistema inmune.>

Una de las principales manifestaciones clinicas de los pacientes con IDCV son

las infecciones recurrentes a causa de bacterias extracelulares® *°. Por lo tanto
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la polarizacion hacia Thl7 resulta sumamente importante en estos pacientes

para poder combatir estas infecciones de manera eficaz.

Dada la importancia de la diferenciacion hacia Th17, en el presente estudio se
evalud la produccion de IL-17 tras la estimulacion por 6 dias con SEB y SEB
mas anti CD-28 en los pacientes con IDCV y su comportamiento respecto a los

controles.

En la Figura 13 se muestran los resultados obtenidos, en donde claramente se
observa una disminucion significativa en la produccion de IL-17 en los linfocitos
T de los pacientes con IDCV respecto a los controles. Dicha disminucion es
mas drastica cuando solo se estimula con SEB y tras la co-estimulacion con
anti-CD28 se logra incrementar ligeramente la producciéon de IL-17, sin
embargo; no logra equiparar los niveles alcanzados por los controles y

contindia siendo estadisticamente menor.

De acuerdo al parametro de presencia o ausencia de autoinmunidad, la
produccion de IL-17 resulta independiente de la presencia de enfermedades

autoinmunes en los pacientes con IDCV tras la estimulacion en ambas

condiciones.
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Figura 13. Diferenciacion hacia Th17 en pacientes con IDCV. * =P< 0.05
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8. DISCUSION DE RESULTADOS.

Desde que la IDCV fue identificada por primera vez en 1953, ha sido objeto de
diversos estudios que han tratado de entender esta enfermedad para poder
proporcionar a los pacientes un tratamiento adecuado. Sin embargo, a pesar de
las investigaciones realizadas, la etiologia de esta enfermedad sigue sin ser
bien comprendida. Uno de los mayores obstaculos para el estudio de la IDCV
es la gran heterogeneidad de los pacientes, debido a que los defectos

inmunoldgicos y las manifestaciones clinicas son muy diversos.

La IDCV es una inmunodeficiencia humoral en la que las distintas clases de Igs
estan severamente disminuidas. Sin embargo, existen distintos reportes en
donde la inmunidad celular parece estar afectada también. A la fecha no existe
un consenso de la frecuencia y funcion de los linfocitos T en esta enfermedad,
debido a que los datos hallados en varios estudios son contradictorios entre
si.344% Aunado a esto, no se ha estudiado a detalle la causa de la presencia de
enfermedades autoinmunes las cuales se presentan en aproximadamente el
20% de los pacientes con IDCV ni se han evaluado la participacion de
moléculas que podrian estar involucradas en la falla de la regulacion de la

respuesta inmune celular lo que podria resultar en autoinmundad.

De esta manera en este trabajo se evalué la inmunidad celular en un grupo de
pacientes con diagndstico de IDCV que presentaran o no manifestaciones de
autoinmunidad. Inicialmente se determiné la frecuencia de linfocitos B la cual
se encontré disminuida en los pacientes con IDCV respecto a los controles. Se
sabe que la frecuencia de linfocitos B es uno de los criterios del diagnéstico de
IDCV en el cual suele estar en niveles normales o disminuidos pero sin llegar a
tener total ausencia de linfocitos B; de ser asi la patologia hallada no
corresponderia a la IDCV sino a otro tipo de inmunodeficiencia primaria como
por ejemplo la agammaglobulinemia ligada al cromosoma X. Con esta

determinacién se comprobé que en efecto los 19 pacientes fueron
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diagnosticados de manera correcta y podian incluirse en los estudios
posteriores.

A continuacion se determiné la frecuencia de los linfocitos T, hallandose una
disminucion significativa de los mismos en comparacion con los controles.
Dicha disminucién recae especificamente en los linfocitos T CD4, ya que los T
CD8 se encontraron en proporciones normales. Este resultado concuerda con
la linfopenia de T CD4 observada en algunos estudios como el de Giovannetti
A. y colaboradores; sin embargo, los linfocitos T CD8 no se encontraron
aumentados como se reporta en otros trabajos. Es posible que el incremento
en la frecuencia de linfocitos T CD8 observado en otros estudios solo sea
perceptible al incrementar el nimero de pacientes analizados, ya que en el
caso de Giovannetti A. y colaboradores® se analizaron 60 pacientes con IDCV
0 en el caso del estudio de Anthony David B Webster donde de igual forma se
reporta un incremento de linfocitos T CD8 se analizaron 150 pacientes con
IDCV.*® Es importante sefialar que es posible también que la cohorte de
pacientes con los que se esta trabajando en este estudio no arrojé
exactamente los mismo resultados observados en otros trabajos debido a la
gran heterogeneidad de los defectos inmunolégicos que pueden ser la causa
de esta patologia. Por otra parte la mayoria de los estudios en esta patologia
han sido con pacientes de origen caucasico, por lo que genéticamente existe
una gran diferencia respeto a los 19 pacientes de origen mexicano de este

estudio.

En cuanto a la capacidad de proliferacion de los linfocitos T nuestros resultados
mostraron que los linfocitos T de los pacientes con IDCV tienen una gran
capacidad de division celular aun cuando las frecuencias iniciales de T CD4
son menores en los pacientes su capacidad de proliferacion alcanza y supera
los niveles observados en los controles, por lo tanto los pacientes con IDCV
parecen tener una mayor activacion y por ende mayor proliferaciéon que los
individuos sanos. Este dato concuerda con aquellos estudios como el de Eli M.

Eisenstein y colaboradores®’, en donde de igual manera se observan
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proliferaciones en niveles normales o aumentados respecto a los controles,
sumandose cada vez mas evidencia de que la capacidad de proliferacion de los
linfocitos T en los pacientes con IDCV no se encuentra afectada. Es importante
destacar que los pacientes que presentan autoinmunidad mostraron una mayor
capacidad de proliferacion en sus linfocitos T CD4 en presencia de la co-
estimulacion. Este resultado sugiere que los linfocitos T de éstos pacientes
posiblemente se encuentren en un estado de sobreactivacion probablemente

debido a la falta de regulacion en los mecanismos de freno.

Debido a que los linfocitos T de los pacientes con IDCV y autoinmunidad
parecieran tener una mayor activacion, es importante hacer énfasis en que
para la induccion de una respuesta autoinmune se requiere de la proliferacion
de alguna clona autoreactiva que haya escapado a los procesos de tolerancia,
por lo tanto la proliferacion excesiva en éstos pacientes resulta interesante

dado que podria estarlos predisponiendo a la autoinmunidad.

Para evaluar mas a fondo los mecanismos que pudieran estar participando en
el control de la proliferacion en los pacientes con IDCV, se evaluaron tres
moléculas de co-inhibicion nunca antes estudiadas en la IDCV y que han sido
relacionadas con la presencia de enfermedades autoinmunes; estas fueron
PD-1, PD-L1y CTLA-4*"%2% De acuerdo con lo que se ha observado en otros
estudios en relacion a éstas moléculas y la presencia de enfermedades
autoinmunes, era probable que en aquellos pacientes con IDCV vy
autoinmunidad se observara una disminucion en la expresion de PD-1, PD-L1 o
CTLA-4 tras la estimulacion con SEB. Sin embargo, cuando se midio la
expresion de PD-L1 y CTLA-4 en los linfocitos T de los pacientes con IDCV,
ambas moléculas se expresaron en niveles similares a los controles, sin
mostrar diferencias estadisticamente significativas, e independientemente de la
presencia o ausencia de autoinmunidad. Lo cual, hasta éste punto sugiere que
los mecanismos de regulacién que involucran estas moléculas parecieran no

estar alterados.
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En el caso de PD-1, contrario a lo que se menciond para las otras dos
moléculas de co-inhibiciébn, se encontré un incremento significativo en la
expresion de esta molécula en los linfocitos T CD4 de los pacientes con IDCV y
autoinmunidad. Este incremento no concuerda con lo que se ha reportado en
relacién a PD-1 y autoinmunidad, los cuales indican que una baja expresion de
PD-1 da lugar a la proliferacion de clonas autoreactivas desencadenando
enfermedades autoinmunes. El resultado del presente trabajo es un hallazgo
nunca antes observado en pacientes con IDCV y autoinmunidad.

Reuniendo los datos discutidos hasta el momento pareciera que la posible
sobreactivacion de los linfocitos T no es consecuencia en la expresion alterada
de PDL-1 y CTLA-4; sin embargo, es probable que a pesar de estar siendo
expresadas estas moléculas de forma normal e incluso superior respecto a los
controles, no tengan una correcta funcionalidad lo cual no fue evaluado en
este trabajo. Por otra parte es posible que en los pacientes con IDCV la
defosforilacion de PIK3 no se este llevando a cabo y por lo tanto la
translocacion al nucleo de los factores de transcripcion como NF-KB continue
favoreciendo una proliferacion excesiva.'’ Esta interpretacion es consisitente
con el incremento en la expresion de PD-1 evaluado en este trabajo en los
pacientes con IDCV ya que la expresion de PD-1 ha sido relacionada con un
fenotipo exhausto por exceso de proliferacion.>* Lo anterior podria tener como
consecuencia la linfopenia observada en la sangre periférica de los pacientes
con IDCV. Sin embargo, los resultados muestran que la linfopenia es
independiente de la presencia o ausencia de autoinmunidad, por lo que no es
posible asegurar que sea producto del incremento de PD-1, dado que el
aumento en la expresién de esta molécula solo se observé en los pacientes

con autoinmunidad.

Cabe sefalar que en aquellos estudios donde se ha determinado el incremento
de la apoptosis en los linfocitos T de los pacientes con IDCV, solo se ha
evaluado el incremento de anexina V al término de la activacion, por lo que aln

guedan otras posibilidades como el hecho de que los linfocitos tengan altos
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niveles de apoptosis desde el inicio, reflejados en la linfopenia observada en
sangre periférica, y que debido a esto el sistema trate de recuperar los niveles
celulares normales incrementando los ciclos de proliferacion, culminando con
una mayor expresion de PD-1 como mecanismo de freno. Para evaluar esta
posibilidad a fondo, es necesario realizar estudios de apoptosis antes de la
activacion y después de la misma para determinar cdmo se encuentra a

diversos tiempos.

Posteriormente se evalué la capacidad de diferenciacién de los linfocitos T CD4
de acuerdo a la produccion de citocinas. Las primeras citocinas mostradas son
la IL-1B e IL-6 ambas de tipo proinflamatorio. Los resultados muestran que
ambas citocinas son producidas en cantidades normales respecto a los
controles tras la estimulacion con SEB, por lo que la transduccion de sefales

via TCR funciona de manera correcta para la sintesis de estas citocinas.

La siguiente citocina evaluada fue la IL-10 la cual es de tipo anti-inflamatorio. El
resultado indica que los pacientes con IDCV tienen una produccion disminuida
de IL-10 aun con la co-estimulacién del anti CD28 y es independiente de la
presencia o ausencia de autoinmunidad. Cabe sefialar que la produccion de
IL-10 esta relacionada con el cambio de isotipo hacia IgG4°>°, lo cual concuerda
con la hipoglobulinemia de IgG caracteristica en los pacientes con IDCV.

Nuestros resultados que indican una menor expresion de IL-10 en los pacientes
con IDCV concuerdan con estudios previos realizados por el grupo de
Giovannetti A. y colaboradores®®, pero se contrapone a resultados como el de
Razaei N. y colaboradores® en el que se reportan niveles de produccién de
IL-10 normales respecto a los controles. Las diferencias en cuanto a la
expresion de esta citocinas en los distintos estudios pueden ser explicadas por
los distintos estimulos utilizados para la activacion de los linfocitos ya que en el
estudio de Giovannetti la activacion se realizé con iomicina y PMA que funciona
como un iondéforo incrementando los niveles de calcio del linfocito T y
favoreciendo la translocacion al nucleo de NFAT y la produccion de diversas

interleucinas.®® Por otro lado en el caso de Razaei se realizd con PHA, la cual

51



D —

se trata de una lectina y es un mitdégeno de célula. Tanto la PHA como SEB
actuan sefializando a través del TCR; en cambio, la activacion con iomicina y
PMA no requiere de los primeros pasos de fosforilacion de la via de activacion.

El trabajo de Giovannetti A. y colaboradores muestra que el decremento en la
produccion de IL-10 es un defecto a nivel de transcripcion de genes y los
resultados del presente estudio reafirman ese dato ya que incluso con la co-
estimulacion brindaba por el anti-CD28 no se logra incrementar la cantidad de
IL-10 descartando asi que sea un problema de sefalizacién inicial.

La menor expresion de IL-10 en los pacientes con IDCV podria ser
consecuencia de la exposicion continua a bacterias lo cual podria favorecer la
expresion de citocinas pro-inflamatorias lo que podria repercutir en una menor
expresion de IL-10. La menor expresion de IL-10 podria tener ademas
repercursiones importantes en la falta de regulacion de la respuesta inmune

celular.®®

Una de las citocinas mas estudiadas e incluida en casi todos los estudios de la
inmunidad celular de pacientes con IDCV es la IL-2. A pesar de las diversas
investigaciones que se han realizado al respecto, a la fecha no existe un
consenso de como se encuentran los niveles de esta citocina en los pacientes
con IDCV. La IL-2 es el principal inductor de la proliferacién en los linfocitos T.>*
Es por ello que al observar los niveles de proliferacion tan altos alcanzados por
los pacientes tras la estimulacion con SEB y SEB mas anti CD-28, se esperaba
una gran produccion de IL-2. Sorprendentemente al determinar la produccion
de ésta citocina se hallaron cantidades muy bajas en la mayoria de los
controles y en todos los pacientes con IDCV tras la activacion con SEB. Una
posible explicacién podria ser un rapido consumo de esta citocina por su
receptor y por ende la baja deteccion de la misma. Por otro lado efectivamente
es posible que no haya produccion de IL-2 debido a que con la estimulacién
con SEB no exista la correcta co-estimulacion necesaria para su sintesis y en

este caso podria estar interviniendo otra citocina que favorezca la proliferacion
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como es el caso de la IL-15 la cual se sabe tiene una actividad muy similar a la
IL-2.%

Interesantemente cuando se adiciond anti-CD28, se incrementd drasticamente
la produccién de IL-2 en los controles sugiriendo asi que era necesaria la
coestimulacion para la induccion de ésta citocina en un grupo de pacientes con
IDCV. Este resultado apoya los datos encontrados por Eli M. Eisentein y
colaboradores®” en el cual se observa una disminucion en la produccién de IL-2
en los linfocitos T de pacientes con IDCV cuando fueron estimulados con SEB
o PHA, pero al utilizar iomicina + PMA o en combinacién anti CD3+anti CD28 la
produccién de IL-2 se eleva y alcanza los niveles normales respecto a los
controles, debido a que aparentemente el problema de la baja produccion de
IL-2 es por falta de co-estimulacion y defectos de sefializacion. Visto desde
esta perspectiva el trabajo de Giovannetti A. y colaboradores, en donde
reportan niveles normales de IL-2 respecto a los controles, se suma a los
resultados que sugieren que estamos en presencia de un problema de
sefalizacion ya que en este caso la estimulacion fue con iomicina y PMA, lo

gue demuestra que a nivel de transcripcién de genes no hay problema.

Sin embargo, en este estudio se observo claramente que la mitad del grupo
estudiado logré una recuperacion en la produccion de IL-2 tras la co-
estimulacion y la mitad restante no, pero aun en los pacientes que no lograron
producir grandes cantidades de IL-2, la proliferacion es muy alta, haciendo una
vez mas factible la probabilidad de un rapido consumo de IL-2 o la intervencién
de otra citocina con funciones similares a la IL-2. Para tener mas informacion
acerca de la produccion de IL-2 deben realizarse experimentos adicionales
como el bloqueo del receptor de IL-2 para evitar su consumo y poder medir los
niveles reales de produccion de esta citocina y la medicion de la produccion de
IL-15.

Posteriormente, se evaluo la diferenciacion hacia los diferentes tipos de células
T efectoras comenzando por las Thl CD4 a través de las citocinas

caracteristicas producidas, el IFNy y TNFa. Diversos estudios han evaluado la
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produccién de IFNy encontrandose datos contradictorios entre si.*®*° De
acuerdo a los resultados obtenidos, tanto la produccién de IFNy como la de
TNFa se encuentran en niveles muy similares a los controles y es
independiente a la presencia o ausencia de autoinmunidad, por lo que la
capacidad de diferenciacion hacia Thl en los pacientes con IDCV no se
encuentra afectada. Es importante mencionar que a pesar de no existir
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de estudio y los
controles, existe una clara tendencia de un incremento en la produccién de
IFNy en los linfocitos T de los pacientes con IDCV tanto con SEB como con
SEB mas antiCD28 y probablemente aumentando el nimero de pacientes
llegue a ser un incremento estadisticamente significativo, sumandose asi a lo

reportado por Giovannetti A. y Razaei N.

Para analizar la diferenciacion hacia Th2 CD4, se evaluaron las principales
citocinas producidas, las cuales son IL-4, IL-5 e IL-13. La mayoria de los
estudios concuerda en que la produccion de IL-4 e IL-5 no se encuentran
afectadas tras la estimulacién con iomicina y PMA® o con PHA, en este
trabajo tras la estimulacion con SEB tampoco se observaron alteraciones, lo
gue indica que la via de sefalizacion a través del TCR funciona de manera
adecuada y de igual forma la expresion génica es correcta para estas
citocinas. Todos estos datos, incluidos los del presente trabajo indican que
existe una correcta capacidad de diferenciacion hacia el perfil Th2. Es
importante resaltar que el perfil Th2 esta involucrado en la produccion de IgE,
por lo que el hecho de que la diferenciacion Th2 no esté afectada en los
pacientes con IDCV concuerda perfectamente con que los pacientes tengan
niveles de IgE dentro del intervalo normal y no estén dentro de las

manifestaciones clinicas las infecciones parasitarias.>*°

Por dltimo se evalu6 la diferenciacion hacia el perfil Thl7 a través de la
produccion de IL-17. En los diversos estudios realizados sobre la inmunidad
celular en grupos de pacientes con IDCV, no existe alguno donde se reporte

como se encuentra el perfil Th17. Cabe sefalar que los estudios que podrian
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incluir a esta citocina son aquellos posteriores al descubrimiento de las Th17
(2007); sin embargo, no hay reportes donde haya sido analizada, por lo que los
resultados obtenidos en el presente trabajo son un aporte novedoso a la serie
de datos con los que se cuenta en la actualidad acerca de la inmunidad celular
enlaIDCV.

Los resultados muestran que existe una disminucion significativa en la
produccién de IL-17 en los pacientes con IDCV tras la estimulacion con SEB, e
incluso varios pacientes no logran producir IL-17 en absoluto. También se
observa que tras la co-estimulacion con anti CD-28 los linfocitos T de los
pacientes con IDCV logran incrementar ligeramente las cantidades de IL-17; sin
embargo, continian produciendo cantidades estadisticamente inferiores a los
controles. Esta disminucion en la produccion de IL-17 es independiente de
presencia 0 ausencia de autoinmunidad. De acuerdo a este resultado los

pacientes con IDCV tienen alteraciones en la diferenciacion hacia el perfil Th17.

Es importante mencionar que el receptor para la IL-17 esta presente en una
amplia variedad de células y tejidos, tanto del sistema inmune (linfocitos By T,
monocitos, etc.) como extrainmunes (epiteliales, fibroblastos, endotelio, etc.) y
se ha observado que la deficiencia congénita del receptor de IL-17 en ratones
conlleva a que estos animales presenten una extrema sensibilidad a
infecciones por gramnegativos y hongos,® por lo que bajo el mismo principio de
no recibir cantidades suficientes de IL-17, la baja produccion de ésta citocina
podria estar contribuyendo a la poca eficiencia ante el combate contra las

recurrentes infecciones bacterianas en los pacientes con IDCV.

Debido a que se han asociado a procesos inflamatorios crénicos y autoinmunes
una elevada produccion de IL-17, era probable que en el presente estudio se
hallara que en los pacientes con IDCV y autoinmunidad la produccién de IL-17
fuera muy alta; no obstante, el resultado obtenido es completamente opuesto,
descartando que las Thl7 estén contribuyendo al desarrollo de las

enfermedades autoinmunes en éstos pacientes.
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La deficiencia en la produccion de IL-17 pude ser explicada a través del co-
estimulador inducible ICOS, que hasta ahora solo ha sido relacionado en la
IDCV debido a que mutaciones en ICOS han sido sefialadas como las
causantes de una ineficaz diferenciacion hacia células plasmaticas. No
obstante en el trabajo realizado por Chrystal M. Paulos y colaboradores®® se
encontr6 que el co-estimulador inducible ICOS es esencial para la
diferenciacion y expansion de las células Th17 en humanos. En este estudio
diversos experimentos demuestran que so6lo la co-estimulacion con ICOS
incrementa drasticamente la produccion de IL-17 y la mantiene a través del
tiempo. Por el contrario ninguna otra co-estimulacion logra esto y en el caso
especifico de CD28 solo se logra un ligero incremento en la produccion de
IL-17 con un pico maximo entre los dias 5-7 y posteriormente recae a niveles
basales. Esto quiere decir en los linfocitos T de los pacientes con IDCV se
observo la maxima cantidad de IL-17 producida ya que la determinacion se
realizé en los sobrenadantes del dia 6 posterior a la estimulacion con SEB y
SEB mas anti-CD28. Como se muestra en los resultados incluso con la co-
estimulacion de anti-CD28 no se incrementaron los niveles de IL-17, por lo que
ligando estos datos, es muy probable que la deficiencia en la produccion de
IL-17 sea consecuencia de las mutaciones en ICOS ya identificadas en
pacientes con IDCV, las cuales ademas de intervenir en la diferenciacion hacia
células plasmaticas también estan impidiendo una correcta sefializacion y
activacion del factor transcripcional RORyt esencial para la diferenciacion hacia
las células efectoras Th17%.

Para analizar a fondo la intervencion de ICOS en la diferenciacion Th1l7 es
necesario realizar experimentos adicionales en donde se co-estimule con ICOS
y se comparen los niveles de produccion de IL-17 con los obtenidos con la co-

estimulaciéon con CD28.

Los resultados presentados en este estudio indican que aunque en términos
generales la inmunidad celular parece ser adecuanda se observaron diversas

alteraciones tanto en la frecuencia como en la funcién de los linfocitos T de los
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pacientes con IDCV con respecto a los individuos control, las cuales podrian
ser importantes en la patogénesis de esta enfermedad. Los datos generados
proporcionan mayor informacion acerca de la inmunidad celular en estos
pacientes y representa el primer estudio de esta indole en un grupo de
pacientes con IDCV del CMN Siglo XXI, donde ademas se evalu6 el

comportamiento de aquellos pacientes que presentan autoinmunidad.

57



-

. CONCLUSIONES.

Existe una disminucion en la frecuencia de los linfocitos T CD3+/CD4+
en los pacientes con IDCV independiente de la presencia o ausencia de

autoinmunidad.

La proliferacién de los linfocitos T CD3+ y T CD4+ en los pacientes con
IDCV se encuentra incrementada, y los pacientes con autoinmunidad
son los que muestran una mayor capacidad de proliferacion.

Los linfocitos T de los pacientes con IDVC, después de ser activados
muestran una expresion de las moléculas PDL-1 y CTLA-4 en niveles

similares a los expresados en los controles.

Los pacientes con IDCV que presentan autoinmunidad tienen una mayor

expresion de PD1 en sus linfocitos T CD4.

Existe una disminucion significativa de IL-2, IL-10 e IL-17 en los
pacientes con IDCV independientemente de la presencia o ausencia de

autoinmunidad.

La evaluacion celular de los pacientes con IDCV muestra alteraciones
especificas en la frecuencia de linfocitos T CD4+, produccién de IL-2,
IL-10 y la diferenciacién hacia el perfil Th17, aportando nuevos datos

acerca de la inmunidad celular en esta patologia.
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