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RESUMEN

La Inmunodeficiencia Comun Variable (IDCV) comprende un grupo heterogéneo
de condiciones clinicas, las cuales se caracterizan principalmente en la deficiencia
de al menos dos isotipos de anticuerpos (IgG, IgA y/o IgM). El desarrollo de la
enfermedad es muy variado, ademas de incluir diversas anormalidades en las
poblaciones leucocitarias y diversos cuadros clinicos. Las manifestaciones
frecuentes son infecciones recurrentes en vias respiratorias altas (IVRS),
trastornos gastrointestinales, trastornos autoinmunes y enfermedades

neuroldgicas.

Cabe mencionar que los defectos genéticos mas notorios asociados con IDCV se
han encontrado en genes implicados en el desarrollo, supervivencia y activacion
de las células B. En los ultimos afios se ha descrito el papel esencial de IL-21 en

la maduracién y diferenciacion de la célula B humana a célula plasmatica.

La interleucina 21 (IL-21) es una citocina que actua sobre esta célula al unirse al
receptor IL-21R induciendo la fosforilaciéon de JAK3 (este a su vez fosforila a
STAT3 ocasionando su dimerizacion), traslocarse y unirse al ADN con el fin de
iniciar la transcripcion de genes involucrados en la diferenciacion de células B

hacia células plasmaticas.

Se han hecho varios estudios relacionados a las mutaciones en STAT3, las cuales
se han detectado principalmente defectos de pérdida y ganancia de funcion. Estos
ultimos han sido relacionados a la aparicion de neoplasias y manifestaciones

autoinmunes.

De las causas estudiadas de la IDCV poco se sabe respecto al papel del eje IL-
21/STAT3, de lo que se ha descubierto hasta el momento es su participacion en la

diferenciacion de células naive a células de memoria.



En el presente trabajo se analizé la via de sefializacién de IL-21/STAT3 mediante
la fosforilacion de STAT3 con IL-21r en células B con el fin de evaluar posibles

defectos en esta via en los pacientes con IDCV.

Se analizaron las poblaciones leucocitarias por citometria de flujo de testigos y 23
pacientes diagnosticados previamente con IDCV, a estos mismos pacientes se les
realizd un estudio funcional en células B totales, asi como en las subpoblaciones
de células B naive y de memoria, fueron activadas durante 15 y 60 minutos
empleando IL-21r y finalmente se realizd la tincidn intracelular dirigida hacia p-

STAT3 con un anticuerpo monoclonal (mAb).

Los anadlisis comparativos entre testigos y pacientes de las poblaciones
leucocitarias mostraron diferencias significativas, con un decremento en los
pacientes de sus subpoblaciones de células B, principalmente en las células B de
memoria con cambio y sin cambio de isotipo, plasmablastos y con un aumento en
las células B CD21low. También las subpoblaciones de células T colaboradoras
virgenes mostraron un decremento significativo. Se analizé células T reguladoras
y se vio un decremento de 56% en los pacientes. En el caso del analisis funcional
de pSTAT3 se obtuvieron diferencias entre testigos y pacientes, la baja
fosforilacion de STAT3 en estos pacientes correlaciona con baja expresion de

células B de memoria y manifestaciones autoinmunes.

Se pudo concluir que se identificaron pacientes con IDCV y defectos en la via IL-
21/STAT3, estos pacientes tienen una predisposicion a un porcentaje bajo de

células B de memoria y manifestaciones autoinmunes.



INTRODUCCION

Sistema Inmunolégico

El sistema inmunoldgico es el conjunto de células y moléculas encargadas de
montar una respuesta hacia agentes y sustancias ajenas al organismo, esto
mediante el reconocimiento de macromoléculas (principalmente proteinas y
polisacaridos) presentes en microorganismos infecciosos (son denominados
patrones moleculares asociados a patégenos 6 PAMPs), mediante la inmunidad

innata y la inmunidad adaptativa. (1)

La inmunidad innata es la primer linea de defensa ante los patégenos que
ingresan al organismo; se caracteriza por el reconocimiento de las principales
moléculas presentes en los microorganismos sin distinguir de forma especifica
similitudes entre uno y otro. Existen barreras fisicas y quimicas (como células
epiteliales y sustancias con efecto antimicrobiano presentes en superficie).
Ademas de células fagociticas como neutréfilos y macréfagos, células NK
conocidos también como linfocitos citotoxicos naturales, proteinas del

complemento, mediadores de la inflamacién y citocinas. (1)

Por su parte, la inmunidad adaptativa presenta una alta especificidad de
reconocimiento de una gran cantidad de moléculas microbianas y no microbianas.
Se compone principalmente de linfocitos T (los cuales median la inmunidad
adaptativa celular que promueve la destruccion de patdégenos fagocitados o
células infectadas) y linfocitos B ( los cuales son los que encargados de la
produccion de anticuerpos involucrados en la defensa contra microorganismos

extracelulares) (1) .



Inmunodeficiencias

De forma general son llamadas inmunodeficiencias al conjunto de enfermedades
causadas por un déficit en los componentes del sistema inmune; estas se
clasifican en dos grandes grupos: primarias (cuya causa se debe a un defecto
inherente en el sistema inmune asociado a un defecto genético) y secundarias las
cuales se originan por algun factor extrinseco como una enfermedad, infeccion o

tratamientos (2).

Inmunodeficiencias primarias

Anteriormente eran descritas como enfermedades ocasionadas por uno 6 mas
defectos en el sistema inmune, cuyas consecuencias traen consigo una alta
susceptibilidad a infecciones. Actualmente se sabe que son un grupo de
desérdenes heterogéneos con anormalidades en el sistema inmunoldgico
caracterizado por presentar infecciones recurrentes, autoinmunidad,
linfoproliferacion, procesos granulomatosos, atopia (predisposicién al desarrollo

de alergias) y procesos cancerosos (2).

Fue hasta principios del siglo XX cuando empezaron a darse los primeros indicios
de la presencia de estos padecimientos, siendo el descubrimiento de la
agammaglobulinemia por O. Bruton en 1952 lo que marcd la pauta para el

enfoque en la investigacion en esta linea de la Inmunologia.

En la figura 1 se muestran algunos de los sucesos mas relevantes para el campo
de las inmunodeficiencias primarias que hasta el dia de hoy han sido de los

padecimientos con mayor campo de investigacion.



1954, R. Good

1950, E. Glanzmanny descubre la
P. Riniker infecciones Enfermedad
C. albicans por Granulomatosa
ausencia de linfocitos Crodnica
1952, O. Bruton, 1970, Aparece el
descubrimiento de la término de
agammaglobulinemia Inmunodeficiencia
Combinada Severa
(SCID)

Figura 1 Linea del tiempo, historia de las Inmunodeficiencias Primarias
en el siglo XX. (Raje N. 2015).

Desde 1990 la Unidn Internacional de las Sociedades Inmunoldgicas ha venido
publicando una clasificacion de las inmunodeficiencias primarias, la cual hasta el
dia de hoy se han categorizado 354 enfermedades asociadas a 344 defectos
genéticos localizados. Esto se ha logrado gracias a la expansion de la
secuenciacion, de la cual ha permitido reconocer varios trastornos de manera
rapida (3); dichos padecimientos se agrupan en 9 diferentes grupos basandose en

el defecto que se presenta:

I. Inmunodeficiencias que afectan la inmunidad celular y humoral.

IT1. Inmunodeficiencias combinadas con caracteristicas asociadas o
sindromicas.

ITI. Deficiencias predominantemente de anticuerpos.

IV. Enfermedades de desregulacién inmune.

V. Defectos congénitos del nimero y/o funcion de fagocitos.

VI. Defectos de la Inmunidad Innata.

VII. Trastornos auto inflamatorios.
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VIII. Deficiencias del complemento.

IX. Fenocopias de errores innatos de la inmunidad.

En el grupo de las deficiencias predominantemente de anticuerpos se encuentran
las de mayor incidencia Agammaglobulinemia e Inmunodeficiencia Comun

Variable, siendo esta Ultima la que se trabaja en la presente tesis.

Desdérdenes predominantemente de anticuerpos

Estas deficiencias comprenden desde la ausencia completa de anticuerpos en
circulacién hasta su deficiencia selectiva de un isotipo 6 subclase de isotipo de
anticuerpo. Se caracterizan por una predisposicion a contraer infecciones
bacterianas en las vias respiratorias altas y bajas (presentandose por lo general
otitis, sinusitis y neumonia); también se pueden presentar abscesos en la piel u
otros érganos, meningitis, infecciones en las vias urinarias y artritis. Infecciones
virales y por parasitos como algunas especies de Giarda que causan diarrea

prolongada pueden estar presentes (2), (4).

De las inmunodeficiencias de mayor relevancia en este grupo son la
agammaglobulinemia (XLA) (la cual se caracteriza por la baja concentracidon de
inmunoglobulinas en suero y de células B) y la Inmunodeficiencia Comun

Variable.

Para el caso de la XLA de los principales genes que se han visto afectados son
BLNK y BTK. Se caracteriza por tener una mayor frecuencia en varones dado a

que la mayoria de los casos se debe por herencia ligada al X (5).

En la Tabla 1 se enlistan las inmunodeficiencias que agrupan esta categoria, asi

como su subclase y genes asociados. Por mencionar en el caso de IDCV de los
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principales genes que se han visto afectados son para CD19, LRBA, BAFFR y

CD21 (3).

Tabla 1 Subcategorias de IDP de deficiencias predominantemente de anticuerpos,

diagnéstico y genes (Picard, 2018).

Categor Subcategoria

1a

Diagndstico de IDP

Genes

Agammaglobulinemia

Defectos de
recombinacion de
cambio de clase /
Sindromes HIGM

Deficiencia predominantemente de anticuerpos
Hipogammaglobulinemia

Deficiencia de
anticuerpos no
clasificada

Agammaglobulinemia

Defectos de
recombinacion de
cambio de clase y

Sindromes Hiper IgM

Inmunodeficiencia
Comun Variable
(IDCV)

Deficiencia especifica
de IgG (SPAD)
Deficiencia de IgG e
IgA
Deficiencias de la
cadena de
inmunoglobulina
Deficiencias de
subclases de IgG
Deficiencia selectiva
de IgA
Deficiencia selectiva
de IgM
Timoma con
inmunodeficiencia
Deficiencia de
Trascobalamina II
Hipogammaglobuline
mia transitoria de la
infancia
Deficiencia de
anticuerpos no
clasificada

BLNK, BTK, CD79A,
CD79B,IGHM, IGLL1,
PIK3R1,TCF3

AID, CD40, CD40L, PMS2, UNG

ATP6AP1, BAFFR, CD19, CD20,
CD21, CD81, ICOS, IKFZ1,
IRF2BP2, LRBA, MOGS, NFKB1,
NFKB2, PTEN,TACI, TRNT1,
TTC37, TWEAK

TACI

Cadena pesada, cadena ligera
kappa, cadena ligera lambda

BAFFR, CD19, CD21, CD81,

ICOS, TACI
TACI

Transcobalamina II

11q23, LRBA, NFKB1, NFKBZ2,
PIK3CD, PRKCD
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Inmunodeficiencia Comun Variable (IDCV).

Fue descrita por primera vez por Janeway et al. en 1953 pero no fue hasta 1973
que Cooper et al. acund el término de Inmunodeficiencia Comun Variable
(IDCV)(6). Comprende un grupo heterogéneo de condiciones clinicas, las cuales
se caracterizan principalmente en la deficiencia de anticuerpos de al menos dos
isotipos (IgG, IgA y/o IgM), esto debido a que el principal defecto inmunoldgico
es la deficiencia de células B productoras de inmunoglobulinas; aunque también
se han estudiado otros componentes del sistema inmunoldgico asociados a la

enfermedad, tales como las células T (7).

Es la inmunodeficiencia de mayor incidencia en adultos; su sello distintivo son las
infecciones bacterianas recurrentes en el tracto respiratorio en la mayoria de los
pacientes. Ademas el 40% de estos puede presentar desérdenes
gastrointestinales, linfoproliferativos, fendmenos autoinmunes (como la purpura
trombocitopénica idiopatica y anemia hemolitica autoinmune) e inflamacion
granulomatosa. También se ha hecho la asociacién con otras complicaciones

como canceres, principalmente el linfoma de No Hodgkin(8, 9).

Se estima una incidencia entre 1:10,000 y 1:50,000, habiendo diferencias
regionales ya que no es un diagndstico muy frecuente en la poblacién asiatica y
afro-americana, debido a falta de desarrollo en esos paises. No hay predisposicion
por género o edad, ya que por lo general empieza a presentarse en la segunda o
tercera década de vida, no obstante no excluye los casos donde se manifiesta

desde la infancia (10).

Cuadro clinico
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El desarrollo de la enfermedad es muy variado al incluir diversos tipos de
anormalidades en las subpoblaciones de linfocitos y diferentes cuadros clinicos.
Entre ellos los trastornos gastrointestinales como giardiasis cronica, desérdenes
de mala absorcién y diarrea; también enteropatias por infecciones por

Campylobacter sp. y Yersinia sp.(11).

Es frecuente el hallazgo de trastornos autoinmunes en pacientes con IDCV, tales
como artritis reumatoide, anemia hemolitica, purpura trombocitopénica
idiopatica, anemia perniciosa, endocrinopatias autoinmunes relacionadas con la
tiroides, enfermedades neurolégicas (Sx de Guillain-Barré) y hepatitis C(11). Se
estima que mas del 20% de los pacientes diagnosticados con IDCV presentan
complicaciones autoinmunes los cuales son dificiles de entender y a veces de

manejar (12).

Otras afecciones relacionadas son la otitis media, sinusitis crénica, neumonia
recurrente que por lo general lleva a la presencia de bronquiectasia (inflamacion
irreversible de los bronquios), asi como infecciones inusuales por Mycoplasma

hominis y Ureaplasma urealyticum(11).

Epidemiologia

Hasta finales de 2018, de acuerdo con la Sociedad Latinoamericana de
Inmunodeficiencias (LASID) México ocupa el tercer lugar con mayor nimero de
registros de pacientes con inmunodeficiencias primarias (1744 casos); de esta
forma es posible confirmar la relevancia del estudio de estas enfermedades en
nuestro pais, asi como las aportaciones que ha sumado en este campo de la
ciencia. En la figura 2 se observa la grafica de los paises y su frecuencia de

registro ante LASID.
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Figura 2 Porcentaje de pacientes con inmunodeficiencias registrados en paises en
Latinoamérica hasta 2018. https:/ /registrolasid.org/docs/Estatisticas LASID-
2018 Dezembro.pdf. Consultado el 15 de enero de 2019.

En 2014 se realizd un estudio con 43 pacientes mexicanos diagnosticados con
IDCV de siete diferentes puntos del pais los cuales fueron analizados por edad,
sexo, manifestaciones clinicas y niveles de inmunoglobulinas. Se obtuvieron como
resultados una distribucion de sexo masculino del 53.5% y 43.5% femenino, una
media de edad para los principios de la enfermedad de 13.7 anos y una media de
edad del diagnéstico de 19 afios. Las manifestaciones clinicas de mayor
frecuencia fueron infecciones (sinusitis, neumonia, infecciones gastrointestinales
y otitis media) (13).

El 23.2% de los pacientes presentaron trastornos autoinmunes, los cuales fueron:
anemia hemolitica autoinmune, vitiligo, tiroiditis, artritis, vasculitis, enfermedad
de Behcet (inflamacion de los vasos sanguineos a nivel sistémico), fibrosis
pulmonar idiopatica, purpura trombocitopénica y esplenomegalias (dilatacion del

bazo).

La media concentracién de inmunoglobulinas en suero fueron 175 mg/dL para
IgG (rango de 160-253) 18.0 mg/dL para IgM (rango 20.8-57.5) y 17.8 mg/dL
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para IgA (rango de 13.8-23.1), lo cual indica que los pacientes analizados en este

trabajo presentaban bajos niveles de inmunoglobulinas.

Gracias a esto, es posible dimensionar una distribucion del perfil que presenta el
paciente mexicano, el cual no dista demasiado con los casos reportados en otras
partes del mundo. Cabe mencionar que para el diagnostico de un paciente IDCV
se emplean los criterios de Conley (37) los cuales establecen tres puntos

importantes a considerar:

*Concentraciones de inmunoglobulinas bajas (dos desviaciones estandar por
debajo de la media del rango de edad) de al menos dos subtipos (IgA, IgG o
IgM).

*Ausencia de isohemaglutininas y/o baja respuesta a vacunas.

*Baja cantidad de células B.

Etiologia de IDCV

La mayoria de los casos de IDCV ocurre de forma esporadica, no obstante entre
el 5-25% de los casos se reporta una historia familiar positiva, de los cuales la
mayoria muestra una herencia autosomica dominante. Por el momento de todos
los pacientes estudiados se ha identificado la causa monogénica en un porcentaje
bajo (2-10%).

Hoy en dia gracias al uso de las nuevas tecnologias de secuenciacion masiva ha
sido posible identificar mas genes asociados a la enfermedad. Entre estos genes
encontramos: ICOS, CD19, CD81, IL-21, IL-21R, CDZ20, etc...; se han encontrado
que dichos genes tienen funciones importantes en las células del sistema inmune,
ademas de una participacion importante en la activacién de la célula B directa e

indirectamente (14).
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En la figura 3 se muestran los genes en los que se han encontrado mutaciones en
pacientes con IDCV, la mayoria se encontraron gracias a la secuenciaciéon masiva,
no obstante mas del 80% de los pacientes con IDCV aun no tienen un diagndstico
molecular; esto se puede deber a la heterogeneidad enorme que existe en los

pacientes con IDCV.

PRKCD, 2.14%
PLCG2, 2.14%
NFKB2, 5.35%
NFKB1, 1.60%
PIK3R1, 4.81%
VAV1, 0.53%
RAC2, 0.53%
BLK, 0.53%

, IKZF1 (IKAROS), 3.21%
¢ IRF2BP2, 0.53%

N ICOS, 3.74%

TNESF12 (TWEAK), 0.53%
CD19, 3.74%

CD81, 0.53%

CR2 (CD21), 1.07%
MS4A1 (CD20), 0.53%
TNFRSF7 (CD27), 4.81%
IL21,0.53%

IL21R, 3.21%

M monogenic cause
(estimated 2-10%)

1 unknown genetic cause
Ly modifier genes (prevalence unknown).
TNFRSF13B (TACI), TNFRSF13C (BAFF-R), MSH5, MSH2,
MLH1, RAD50, FCGR2A, HLA-DQ/DR, ORC4L, CLEC16A, etc.

Figura 3 Genes con mutacion asociada a IDCV. Los genes con una mayor frecuencia de
mutacion asociada a la enfermedad son LRBA y PIK3CD; también se han encontrado
mutaciones en los genes de IL-21 (0.53%) y IL-21R (3.21%). (Boileau J. 2011)

Para poder entender el defecto molecular que con lleva a un fenotipo de IDCV, es
necesario comprender el desarrollo y la diferenciacidon terminal de la célula B en

los érganos linfoides secundarios.
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Células B

Las células B y los anticuerpos son conocidos como parte fundamental de la
inmunidad humoral y su funcion principal es defendernos contra un gran namero
de patodgenos; esto mediante la diferenciacion, en los odrganos linfoides
secundarios, de células B naive a células B de memoria o células plasmaticas
formadoras de anticuerpos, lo cual se logra a través, pasos esenciales que llevan
a la formacion del centro germinal donde se va a desarrollar los fendmenos de la

mutacién somatica y recombinacién de cambio de clase (15).

Desarrollo de la célula B.

El desarrollo de las células B empieza en médula ésea, donde pasa por una serie
de diferentes estadios: pro-B, pre-B y célula B inmadura (presenta en su
superficie IgM); estos estadios se caracterizan por el reordenamiento exitoso de
de la cadena pesada y ligera del receptor de antigeno (BCR), tal como se
muestra en la figura 4. Cuando una célula B inmadura presenta un receptor de
antigeno funcional son seleccionadas para sobrevivir y salir a los 6rganos linfoides

secundarios. (16).

Una vez que son seleccionadas salen de médula désea hacia sangre periférica
dirigiéndose hacia algun o6rgano linfoide secundario (como el bazo), es en este
proceso son denominadas células B transicionales. Estas células dependen del
factor activador de células B (BAFF, por sus siglas en inglés) para la
supervivencia, posteriormente se diferencian en células B maduras en el bazo
(células B independientes). Algunas células B de transicién con fuerte reactividad
autoinmune experimentan una eliminacién clonal 6 permanecen fuera de los
foliculos esplénicos como células B anérgicas de baja respuesta; dichas células al
interactuar con alguna célula T le permite pasar al estadio de célula B madura
activada (célula T dependiente), y entran en las reacciones del centro germinal

(GC) dan lugar a células B de memoria y células plasmaticas de larga vida(16)
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secretoras de IgG, IgA 6 IgE de larga vida; si esta célula B es activada por pared
celular de bacteria (como polisacaridos), su activacién se lleva a cabo en la zona
marginal de los foliculos primarios, donde formaran células B de memoria y

células plasmaticas de corta vida y en su mayoria secretoras de IgM (16).

En la figura 4 se muestra un esquema sencillo de todo el proceso de desarrollo
que es sometido la célula B desde el estadio de pro-B hasta célula B de memoria

0 célula plasmatica.

Bone marrow Spleen ————  Spleen and lymph node
|
Mature IgM ! Follicle
Pro-BCR Pre-BCR BCR : (Piasma
N Y : Y \ . cell |
A "N ("R ("
UU— op MH 1JUU | L [ [ / g
|
BAFF
Immature ! T1M2 Mature
Pro-Beell —y | PreBeel | Bl | =% | Beel B cel Y
' i
w\ | |8 g H
e i I o T cell help Memory
B cell
Clonal Receptor ~ Clonal Anergy
deletion ediing  deletion
| }
|
| 5
Central tolerance [ Peripheral tolerance D?;ilcot‘;)v;;”
due to SHM

Figura 4 Desarrollo de la célula B (Hoffman, 2015) Proceso de desarrollo de célula B
partiendo desde el estadio de célula Pro-B, posteriormente pasa al estadio de Pre-B
donde empieza a darse la formacion del BCR, después pasa a la fase de célula B
inmadura la cual posee un BCR maduro, en esta fase es sometida a una seleccioén clonal
para posteriormente salir a circulacion sanguinea (célula transicional), de esta forma
llegar a un tejido linfoide secundario y ser activada para pasar a célula B madura y de
ahi diferenciarse a célula B de memoria o célula B plasmatica.
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Clasificacion de pacientes con IDCV segun su poblacion de células B

Como bien ya se ha descrito anteriormente, la IDCV es una enfermedad cuyas
causas y signos caracteristicos son muy heterogéneos, por ende se han propuesto
varias forma de clasificar a los pacientes correlacionando sus manifestaciones
clinicas con su fenotipo inmunoldgico. Partiendo del hecho que hay pacientes con
células B, pero sin células B de memoria y otros que si tienen células B de
memoria; se empezaron a agrupar a los pacientes dependiendo del porcentaje de

expresion de sus células B de memoria en sangre periférica(8).

Para este trabajo se empled la Clasificacion de Freiburg debido a la practicidad de
sus criterios para clasificar a los pacientes a partir de la informacién recopilada y

el nimero de pacientes que se emplearon.

Clasificacion de Freiburg

Se basa en la expresidon de IgM, IgD, CD27 y CD21, lo cual llevé a la divisidon de
tres grupos(18):

> Grupo I: Se caracteriza por presentar una reduccidon severa de células B de
memoria con cambio de isotipo, (IgM-/IgD-/CD27+ y menos de 0.4% de
linfocitos); este grupo a su vez se divide en dos subgrupos:

o Ia: Presentan un alto porcentaje de células B con baja expresion de
CD21bajo (mas del 20%), ademas de una alta incidencia de
esplenomegalias en los pacientes.

o Ib: El porcentaje de células B con baja expresiéon de CD21bajo es

menor al 20%.

> Grupo II: Los pacientes presentan un porcentaje mayor a 0.4% de células

B de memoria con cambio de isotipo con respecto al total de linfocitos.
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La funcion de las citocinas en la diferenciacion de la célula B

La memoria inmunoldgica esta mediada por células plasmaticas de larga vida y la
generacion de células B de memoria, a partir de las células B virgenes (naive)
después de la exposicién con el antigeno. Las células T proveen ayuda a las
células B, a través de moléculas coestimuladoras 6 por la secrecién de citocinas

durante reacciones en el centro germinal. (20).

Recientemente se ha descrito el papel de las citocinas al modular la diferenciacion
de la célula B, como el modular la expresién de factores de transcripcion que
llevan a la traduccion de genes involucrados en la diferenciacion terminal de la

célula B a célula plasmatica secretora de inmunoglobulinas (19)

En los ultimos anos se ha descrito el papel esencial de IL-21 en la maduracién y
diferenciacion de la célula B humana a célula plasmatica. Las células T foliculares
en centro germinal secretan IL-21 y con ello, activan la via de sefializacion, la
cual conlleva a la fosforilacidon de STAT3, la activacion de factores de transcripcion

importantes para proliferacidon y diferenciacion de la células B (21).

Interleucina 21 (IL-21).

La interleucina 21 es una citocina pleiotrépica de tipo 1 cuyo receptor es parte de
la familia de receptores que comparte la cadena “gamma comun” (y;) con las
citocinas IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15; una vez que IL-21 se une a su receptor
activando a las proteinas JAK1 y JAK3, asi como a STAT1, STAT3 y STATS.

Esta citocina es secretada por las células T CD4+ activadas y células NKT,
teniendo diversos efectos sobre distintas células: células B, células T CD4+ y

CD8+, macréfagos, monocitos y células dendriticas principalmente (23, 24).
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Basta como ejemplo el mencionar su actividad sobre células NK, la cual indice si
maduracion; para el caso de las células T CD4+ ejercen un efecto autdcrino
donde ademas de inducir su proliferacién, permite la diferenciacion de células Th
foliculares y Th17. No obstante, inhibe la generacidon de células T reguladoras
(25).

En la siguiente figura se aprecia un esquema sobre el tipo de célula que actua

dicha citocina, asi como el efecto sobre ella:

- - + Proliferation
+ Proliferation + Proliferation + Memory cell formation

+ Tfh and Th17 differentiation * Enhances cytotoxicity + Enhances cytotoxicity
* Inhibits Treg generation

Y%

* Apoptosis + M2 to M1 transition
* Induces IL-1p € > + Enhances
expression phagocytosis
Convenhonal Macrophage

dendritic cells

+ Inhibits maturation e + Proliferation
* Inhibits function 50 @ + Apoptosis
. + Plasma cell differentiation
Bone marrow-derived + B10 cell differentiation
dendritic cells + Induces maturation * Ig class-switching
+ Enhances cytotoxicity * Memory cell formation

Figura 5 Células blanco de la IL-21 y sus efectos en diferentes lineas celulares. La IL-21
ejerce activada sobre células T CD4+, NKT, T CD8+, células dendriticas convencionales y
en médula 6sea, NK, macréfagos y en células B, siendo sobre esta ualtima mayor
cantidad de efectos como son: proliferacion, apoptosis, diferenciacion hacia célula
plasmatica, cambio de clase de inmunoglobulinas y la formacion de las células de
memoria principalmente.

La IL-21 ha sido identificada como la citocina que ejerce una fuerte activacién
sobre las células B humanas, junto con CD40L induce una fuerte proliferacion y

diferenciacion, que se ve reflejada en la secrecidén de IgM, IgG e IgA, por parte de
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las células plasmaticas y formacion de subpoblaciones de células B de

memoria(22).

El gen que codifica para la IL-21 se localiza en el cromosoma 4 (4g27); es una
proteina cuya secuencia se compone de 162 aminoacidos, teniendo un péptido
sefal de 31 aminoacidos, un dominio de citocina de 4 hélices homdlogo a las
citocinas IL-2, IL-4 e IL-15, ademas de un par de residuos de cisteina en las

mismas posiciones de IL-15(26).

En cambio, el gen de IL-21R se encuentra en el brazo corto del cromosoma 16
(16p11), se compone de nueve exones abarcando aproximadamente 20 Kb de
ADN genomico; dicha secuencia codifica para un receptor de citocina de 538

aminoacidos con un dominio extracelular (Trp-Ser-X-Ser-Trp)(24, 27).

Proteinas JAK (JAK3).

Las proteinas JAK (Janus kinase) son una familia de cuatro proteinas (JAK1, JAK2,
JAK3 y Tyk2) las cuales estan presentes en los mamiferos caracterizadas por ser
un subgrupo de tirosin-cinasas no receptoras intracelulares asociadas a

membrana.

Su funcidn es la mediacién de sefiales de receptores de citocinas y factores de
crecimiento; son proteinas grandes de mas de 1100 aminoacidos y cuyo peso
molecular va desde 120 a 140 kDa, en el caso de JAK3 su expresidn esta

restringida para células de linaje hematopoyético(28).

A partir de la secuencia primaria se han podido identificar siete dominios
homologos JH (JH1-JH7, dichos dominios son conservados entre especies); la
actividad cinasa depende de la fosforilacion en los residuos de tirosina, cabe
mencionar que solo JAK3 se une a la cadena y., siendo la Unica que responde a la

sefializacion de citocinas(29).
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Transductores de Seiales y Activadores de la Transcripcion (STAT’S).

Los transductores de senales y activadores de la transcripcion (STAT) son una
familia de siete factores de naturaleza proteica (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4,
STAT5a, STAT5b y STAT6) cuya localizacion genética se encuentra distribuida en

tres cromosomas en humanos.

Se caracterizan por presentar un dominio SH2 de unién a fosfotirosina, lo que le
permite la interaccion con varias moléculas implicadas en varias vias de

sefalizacion.

Posterior a la fosforilacion se lleva a cabo una dimerizacién entre los dominios de
SH2 y de fosfotirosina; ocurre su translocacion al nucleo. Esto es posible ya que
poseen un dominio Unico de unién al ADN el cual guarda cierta similitud con el
dominio de unidon al ADN de NFkB, no obstante no se conocen con exatitud los

dominios de STAT involucrados en la translocacién.(30).

Proteina STAT3

Existen dos isoformas de STAT3: STAT3a y STAT3pB la cual se genera por splicing
alternativo, siendo STAT3a la forma prevaleciente en la célula durante
circunstancias normales. La proteina STAT3 existe en el citoplasma como forma
inactiva hasta la fosforilacion por las cinasas asociadas al receptor. La cinasa
JAK3 activada fosforila STAT3 a través de la union del dominio SH2 a un residuo
tirosina fosforilado, mediante el cual el extremo C de p-STAT3 desencadena su
liberacidn del receptor y forma una homo 6 hetero-dimerizacién de p-STAT3; una
vez dimerizada se traslada al ndcleo y se une a los promotores teniendo

secuencias afines de union al ADN(31).
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STAT3 promueve y regula la transcripcion de genes implicados en la proliferacion,
diferenciacion y apoptosis, ademas de ser importante en la modulacién de la
respuesta innata y adaptativa mediante varias citocinas incluyendo interferones e
interleucinas (IL-2, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-15, IL-21, IL-23 e IL-27).

Via de seializacion IL-21/STAT3

En las células B el mecanismo por el cual se da la via de senalizacién empieza una
vez que IL-21 se une al receptor IL-21R presente en la superficie de la célula, una
vez se une promueve un cambio conformacional que induce la fosforilaciéon de
JAK3, posteriormente esta a su vez lleva a cabo la fosforilacion de STAT3
ocasionando la dimerizacién de esta, de esta forma permite la translocaciéon al
nicleo y la unién al ADN con el fin de iniciar la transcripcién de genes

involucrados en la diferenciacién de células B hacia células plasmaticas(22).

En la figura 6 se ilustra dicha via:
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Fuente: Judith A. Owen, Jenni Punt, Sharon A. Stranford: KUBY. Inmunologia, 7e:

Figura 6 Via de sefnalizacion IL-21/STAT3 (KUBY. Inmunologia 7° ed. modificado).

Esquema del proceso de activacion de la via de sefializacién de IL-21 en células B. La IL-21 se une al receptor
IL-21R, el cual se compone de la cadena yc a la cual estd anclada la proteina JAK3, al unirse a su receptor IL-21
induce un cambio conformacional que genera la fosforilacion de JAK3 la cual a su vez fosforila a STAT3, de esta
forma ocurre su dimerizacion y se da la translocacion de los dimeros hacia el nucleo de la célula, de esta forma
se unen al ADN con el fin de comenzar la trascripcién de genes involucrados en la diferenciacion y proliferacion
de la célula B.
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Mutaciones en STAT3.

Se han hecho varios estudios relacionados a las mutaciones en esta proteina, las
cuales se han detectado principalmente negativas de pérdida de funciéon (LOF,
lost of function), ocasionando el Sindrome de Hiper IgE autosémico dominante
(AD-HIES) 6 Sindrome de Job. Dicho sindrome se caracteriza por infecciones
bacterianas recurrentes en pulmones y piel, formacion de abscesos por frio,
erupcion eccematoidea severa, candidiasis muco-cutanea cronica, anormalidades
tisulares y tortuosidad arterial. Cabe mencionar que dicha LOF no corresponde a

una ausencia completa de la proteina o de su funcién (32).

Otros estudios han revelado otro tipo de mutacién con ganancia de funcién (GOF,
gain of function) a STAT3, la cual estd asociada a neoplasias. Ademas de
reportes de mutaciones somaticas especificas en pacientes con “leucemia

linfocitica granular”.

Se han descrito pacientes con mutaciones con GOF que desarrollan fendmenos
autoinmunes, baja frecuencia de células T reguladoras, hipogammaglobulinemia

y defectos en la diferenciacidén de las células B(33, 34).

En 2019 se realiz6 un estudio comparativo empleando los resultados de 42
pacientes reportados con mutaciones de GOF en STAT3 en 18 articulos publicados
desde 2014 hasta 2018 (58). En su mayoria, los pacientes presentaban
autoinmunidad y sindromes linfoproliferativos, ademas de diversos padecimientos

en distintos 6rganos.

Estos pacientes tienen un fenotipo clinico parecido a IDCV. Por esta razéon es
importante hacer estudios funcionales de pSTAT3 a los pacientes con IDCV, esto
con el fin de corroborar la presencia de una mutacién con ganancia de funcion en
esta proteina lo que pudiera explicar su fenotipo clinico, asi como el dirigir un

tratamiento adecuado para su padecimiento.
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En la figura 7 se muestra un resumen de los principales cuadros clinicos que

presentan las mutaciones que confieren GOF o LOF, asi como su hallazgo

observado en el laboratorio (32):

Inheritance Clinical presentation Laboratory findings
STAT3 LOF Germline AD Mucocutaneous candidiasis IgE
Preumonia (Staphylococeus Th17
aureus, Streptococcus
preumonia)
Preumatoceles T follicular help
Dermatitis B-cell maturation and function
Connective fissue and bone Mast cell degranulation
abnormalities
NEK cell activation
CD8" function
STAT 3 GOF Germline AD ALPS-like IL-& signaling
IPEXd ike SOCS3
STAT5b deficiencydike pSTATS
Multiorgan autoimmunity pSTAT1
Infections Tregs

Immune deficiency: hypodgG,
reduced memory B cells

Figura 7 Manifestaciones clinicas y moléculas o células blanco afectadas por
mutaciones de GOF y LOF en STAT3 (Milner JD. 2015). Dentro de los hallazgos mas
relevantes para LOF se destaca el Sx de Hiper IgE. Por lo que refiere a mutaciones del tipo GOF se
destacan en su mayoria los sucesos asociados a autoinmunidad.
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JUSTIFICACION

La IDCV se cataloga como una de las inmunodeficiencias primarias de mayor
frecuencia en la actualidad, tanto a nivel mundial como a nivel nacional; si bien
es también es una de las mas estudiadas, ha sido dificil su investigacién y

tratamiento debido a la heterogeneidad de los pacientes que la padecen.

Varios grupos de investigacién han realizado estudios en diferentes poblaciones
del sistema inmune, con hallazgos muy importantes. Entre ellos, las vias de
activacion en la célula B como las vias de senalizacion de TLR’s, sobre todo TLR-
9, para buscar posibles defectos en las vias de sefalizacién T independientes 6

innatas de la células B.

En los ultimos afos se ha visto que las citocinas, en la célula B, tienen un papel
fundamental para la formacién y mantenimiento del centro germinal y las
respuestas T dependientes de las células B. Entre ellas, la IL-21 se ha descrito
como uno de las citocinas con mas importancia para la diferenciacién terminal de
la célula B. Sin embargo, hay pocos estudios de la via de sefalizacién IL21/STAT3

en pacientes con IDCV.

Dado que los pacientes con IDCV, tienen un defecto en la diferenciacion de la
célula B en los dérganos linfoides periféricos, al verse disminuida la concentracién
de inmunoglobulinas en suero, predisposicion a infecciones y complicaciones
clinicas; es importante estudiar esta via de sefializacién en pacientes con IDCV
con el fin de entender y explicar la causa de su fenotipo lo que le permita acceder

a un tratamiento adecuado y dirigido.
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HIPOTESIS

-Las células B de los pacientes con IDCV van a tener una alteracién en la
fosforilacidon de la proteina STAT3 mediada por defectos en la via de IL-21/STAT3.

OBJETIVO GENERAL

Cuantificar la relacion de distintas poblaciones de leucocitos en pacientes con
IDCV y analizar la via de sefalizacion IL21/STAT3 mediante la fosforilacion de la

proteina STAT3, utilizando IL21r en pacientes mexicanos con IDCV.

OBJETIVOS PARTICULARES

-Obtener el fenotipo de diferentes poblaciones leucocitarias: monocitos, linfocitos,
PMN, células T CD4+ (naive, memoria reguladoras) y CD8+ y células NK,

mediante citometria de flujo en pacientes diagnosticados con IDCV.

-Comparar el fenotipo de subpoblaciones de células B: células B naive, células B
(con y sin cambio de isotipo), células B doble negativa, células B transicionales,

plasmablastos y células B CD21low en pacientes y testigos sanos.

-Determinar pSTAT3 en células B totales, B naive y B memoria en pacientes con

IDCV al ser activadas con IL-21r.
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MATERIAL Y METODOS

Reactivos

e *Anticuerpos monoclonales:

Tabla 2 Listado de anticuerpos monoclonales empleados (nombre del reactivo, casa

comercial y namero de lote).

Casa Lote
Reactivo comercial
BD Tritest™ CD3 FITC/CD19 PE/CD45 PerCP con BSA y
; . 70187
0.1% azida de sodio
BD Pharmingen ™ APC Mouse Anti-Human CD14 2220800
BD Tritest ™ CD4 FITC/CD8 PE/CD3 PerCP en buffer con
. . 43687
0.1% azida de sodio.
BD Tritest ™ CD3 FITC/ CD16+56 PE/ CD45 PerCP en 13596
buffer con 0.1% azida de sodio
BD Multitest ™ CD45RA FITC/CD45RO PE/ CD3 PerCP 63506
/CD4 APC con BSA y 0.1% azida de sodio
BD Pharmingen ™ APC Mouse Antihuman CD19 BD 7108612
- - Bioscience

BD Pharmingen ™ PE Mouse Antihuman CD27 5195553
BD Pharmingen ™ PE Mouse Antihuman CD24 5313689
BD Pharmingen ™ FITC Mouse Antihuman IgD 7261947
BD Pharmingen ™ FITC Mouse Antihuman CD38 6328698
BD Pharmingen ™ PE Mouse Antihuman CD21 3186971

BD Pharmingen ™ FITC Mouse Antihuman CD27 36520
BD Pharmingen ™FITC Mouse Antihuman CD127 5286750
BD Pharmingen ™ PerCP Mouse Antihuman CD4 6175655
PE Mouse anti-human CD25 B237183
PE anti-STAT3 Phospho (Tyr705) Clone: 13A3-1 BioLegend |B208734
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e PBS (buffer de fosfatos) estéril*

e Solucion de lisis BD FACS Lysing Solution ® BD Bioscience Lote: 41092

e Solucion fijadora 16%*

e Solucion fijadora 1% *

e Medio RPMI 1640 (1x) + L-Glutamina glibco® Lote:1868632

e Interleucina 21 recombinante humana (R&D SYSTEM rhIL-21 Interleukin 21
recombinant human) derivada de E. coli 10 pg (se empled una
concentracion de 80ng/uL), pureza >95%. Lote: ELF051711

e PBA (buffer de fosfatos y albiumina)*

e Metanol

e Etanol

e Agua Milli-Q

e Paraformaldehido

e SFB (suero fetal bovino)

e Albumina sérica bovina (Albumin Bovine Fraction V MP) Lote:9525K

e Solucion Ficoll-Histopaque (Lymphoprep TM Produced by Fresenius Kabi
Norge AC for Axis Shield PoC AC) Lote: 12ID508.

e Solucidon Turk*

*Para ver la preparacion de estas soluciones, consultar Anexo 3.

Equipos

e Citdmetro de Flujo FACS Aria®BD

e Campana de flujo laminar marca Nuaire modelo 47922
e Incubadora Nuaire modelo NW-S500

e Centrifuga Beckman Coulter modelo Allegra X-122

e Camara de Newbauer
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Software

e Flowlo 7.6.2
e GraphPad Prism version 5.01

Caracteristicas de la poblacion a estudiar.

Se hizo el estudio usando 23 pacientes diagnosticados con IDCV, 15 femeninas y
8 masculinos con una media de edad de 29 anos. Haciendo la revisién del
historial clinico de cada uno se obtuvo la recopilacién de las manifestaciones

clinicas las cuales caen dentro del cuadro clinico caracteristico de IDCV.

Criterios de inclusioén.
e Hombre o mujer de cualquier edad (en el caso de los menores de edad se
obtuvo el consentimiento firmado del padre o tutor).
e Bajos niveles de IgG e IgA (menor a dos desviaciones estandar del limite

inferior en los parametros correspondientes a su edad).
Criterios de exclusion.
e Pacientes cuyas causas de hipogammaglobulinemia se debe a razones

secundarias.

e Pacientes bajo tratamiento con inmunosupresores.

Recoleccion de muestras sanguineas.
Se obtuvieron muestras de sangre venosa usando tubos de vidrio al vacio de

16x100 mm, tapdon convencional amarillo con volumen de drenado de 8.5 mL con

1.5 mL ACD solucion A, que contiene 22.0 g/L de citrato trisédico, 8.0 g/L de
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acido citrico y 24.5 g/L de dextrosa, estéril y desechable (sistema Vacutainer®)

tanto en pacientes diagnosticados con IDCV y voluntarios sanos.

Determinacion de subpoblaciones leucocitarias.

Se realizd la determinacion de subpoblaciones de leucocitos mediante una tincidon

superficial usando sangre venosa y 2 UL de cada uno de los anticuerpos en las

siguientes combinaciones:

Tabla 3 Combinaciones de anticuerpos para la tincion de poblaciones leucocitarias.

Combinacioén de Volumen
anticuerpos Tipo de célula de sangre
monoclonales (ni)
CD19-PE/CD45-PerCP/CD3- Células B, monocitos, linfocitos y 15
FITC + CD14-APC polimorfonucleares
CD16+56-PE/CD3- .
FITC/CD45-PerCP Celulas NK 15
CD3-PerCP/CD4-FITC/CD8- Linfocitos T (cooperadores y 15
PE citotéxicos)
CD3-PerCP/CD4-
APC/CD45RA- Linfocitos T CD4+ (naive y memoria) 15
FITC/CD45R0O-PE
CD127 FITC, CD25 PE, CD4 Linfocitos T reguladores 50
PerCP
CD19-APC+CD27-PE+IgD- Células B naive, memoria con y sin 30
FITC cambio de isotipo y doble negativas
CD19-APC+ CD38-FITC+ Células B transicionales y 30
CD24-PE plasmablastos
CD19-APC+ CD38-FITC+ . .
CD21-PE Celulas B 21bajo 30

Se dejaron en incubacidon a oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente,

posteriormente se agregaron 500uL de solucion de lisis BD Lysing Solution® por
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10 minutos, posteriormente se realizd el lavado empleando PBS centrifugando por

5 minutos a 1500 rpm y finalmente se fijaron con 200 pL de solucion fijadora 1%.

Conteo de leucocitos totales.

Se realizd el conteo de leucocitos totales (LT) de las muestras sanguineas de los
23 pacientes mediante una dilucién empleando solucion de Turk (1:10); se realizé
en conteo en la cdmara de Newbauer, se saco el promedio del nUmero de células

en cada uno de los cuadrantes. A continuacion se describe el calculo realizado:

Ecuacion 1 Calculo de leucocitos totales en sangre periférica mediante la cdmara de Newbauer:

El primer 10 corresponde al factor de dilucién y el segundo debido al factor que corresponde al

espacio entre la camara y el hematocrito; el valor obtenido corresponde al nUmero de leucocitos
3

por mm

LT: promedio de células x 10 x 10

Con base en los resultados de los porcentajes obtenidos en las graficas de puntos
y con los datos de la cantidad de leucocitos por mm?® en sangre calculados a
partir de la ecuacion 1, se pudo calcular el nimero absoluto de cada una de las

poblaciones leucocitarias de sangre periférica usando el siguiente calculo:

Ecuacion 2 Calculo de nimero absoluto de las poblaciones leucocitarias en sangre
periférica.

Numerode LT (mm?3) + % L, MO o PMN
100

#L,MO 0 PMN (mm3) =

Obtencion de células PBMCS.
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A partir del resto de sangre venosa obtenida y Solucion Ficoll-Histopaque en una
proporcién de 2:1 se hizo la separacion por gradiente centrifugando en tubos
falcon a 1500 rpm por 30 minutos, se separaron la fraccién correspondiente a
PBMCS y se lavaron con PBS centrifugando a 1500 rpm 5 minutos. Todo el

procedimiento se llevé a cabo dentro de la campana de flujo laminar.

Activacion de la fosforilacion de STAT3.

Una vez que se obtuvieron las células PBMCS se les realizd una tincidon superficial
con 3L de anticuerpos aCD19-APC y aCD27-PE y 200 uL de RPMI, dejandose en
incubacién por una hora a 37°C, 5%CO,, en obscuridad. Transcurrido el tiempo
se bloquearon usando 500 uL de PBS-SFB al 4% por 10 minutos; se centrifugaron

a 1500 rpm por 5 minutos, se re-suspendieron en el sobrenadante.

Posteriormente se repartieron en 3 tubos falcon de 5mL para citometria estériles
identificados como: sin estimulo, 15 minutos y 60 minutos; una vez ya
distribuidas se afadié 300uL de RPMI a cada tubo y 4 uL de IL-21r (80 ng/uL) a
los tubos de 15 y 60 minutos. Se dejaron en incubacién a 37°C 5%CO, sus

respectivos tiempos (cabe mencionar el tubo “sin estimulo” se dejé 15 minutos).

Se paro la activaciéon usando 100puL de solucién fijadora al 16% de formaldehido
por 10 minutos, se lavo usando 2 mL de PBA a 1500 rpm 5 minutos. Después,
bajo condiciones normales se agregé 500 pL de metanol frio a cada tubo y se
dejé incubando en hielo por 30 minutos, se lavo usando 2 mL de PBA a 1500 rpm

5 minutos.

Posteriormente se afiadié 1.1uL de anticuerpo a-pSTAT3-PE diluido 1:10 con PBS
1x a cada tubo, dejandose en incubacion 1 hora en hielo a obscuridad. Finalmente
se lavaron con 2mL de PBA a 1500 rpm por 5 minutos y se fijaron con 200 uL de

solucién fijadora 1% de formaldehido para ser leidas en el Citdometro de flujo.
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Lectura en el Citdmetro de Flujo.

Se empleo el Citdmetro de Flujo FACS Aria de BD para realizar la lectura de las
muestras. Durante la lectura se obtuvieron de 10,000 a 200,000 eventos en el

clitdmetro de flujo por cada una de las tinciones realizadas en cada paciente.

Analisis estadistico.

Los datos demograficos, clinicos y de laboratorio importantes se resumen para las
variables numéricas con mediana, minimo y maximo o media y desviacion
estandar dependiendo del tipo de distribucidon; en el caso de las variables
categodricas con frecuencias y porcentajes. El fenotipo de los pacientes se resumié
con frecuencias y porcentajes. Las comparaciones de dos grupos se realizaron
mediante una prueba de Mann-Whitnhey. Los resultados se expresan con la media
y los valores de p inferior a 0.05 se consideraron significativos. Los analisis
estadisticos se realizaron utilizando GraphPad Prism versién 5.0 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, EE.UU.).
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Diagrama de flujo del protocolo de investigacion
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RESULTADOS y ANALISIS.

Caracteristicas clinicas de los pacientes con IDCV.

A los 23 pacientes con los que se contd en este estudio se revisaron sus
historiales clinicos con el fin de observar las condiciones en las que se
encontraban cada uno, asi como las caracteristicas generales de sexo y edad. En
la tabla 4 se enlistas los principales padecimientos hallados en la revision asi
como su frecuencia en numero y porcentaje de cada uno de los padecimientos.

Para el caso de las inmunoglobulinas solo se muestra el promedio de cada tipo.

Tabla 4 Caracterisiticas clinicas y demograficas de los pacientes con IDCV poblacién de
pacientes empleada en el estudio

Caracteristica Frecuencia
(n=23)
Femeninos 15 67%
Masculinos 8 33%
Media ~cle edad 29
(anos)
Sinusitis 8 18%
Neumonia 10 23%
Bronquiectasias 4 9%
IVRS 13 30%
Otitis 6 14%
Esplenomegalias 1 2%
Linfadenopatias 3 7%
Autoinmunidad 8 18%
IVU 3 7%
Gastrointestinales 3 7%
Granulomas 1 2%
Otros 12 28%
Media IgA (mg/dL) 54.2
Media IgG (mg/dL) 334.9
Media IgM (mg/dL) 65.7
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En la tabla 5 se muestra un desglose detallado de las caracteristicas clinicas que
presentd cada paciente de acuerdo al numero que le fue asignado para su
identificacion (con el fin de proteger su integridad):

Tabla 5 Manifestaciones clinicas de los 20 pacientes estudiados. Otros: manifestaciones
neuroldgicas (neuropatia, convulsiones, neuroinfeccion), infecciones virales (herpes,

EBV, CMV), tuberculosis, diabetes, Sx de Raynaud, Sx de Sicca, asma, anemia,
candidiasis (1= presenta).

" © ) 9
5 | 3| g % | &| 5| Es2s |£| £ | o |BE 2| S |8, ¢
g T | 8| 2 |58|s| 8sf¢ |5| ¢ | & |ES| 85 | 2 |E"| &
s @ | 2| 2| 8 g3 g 8 |22 88| & £
: R AL
1 2 F 1
2 F 1 1
3 10 F 1 1 1
4 13 F 1 1 1 1
5 15 F 1 1 1
6 16 F 1 1 1 1 1 1
7 16 M 1 1 1
8 17 F 1 1 1 1 1 1
9 18 M 1 1 1 1 1 1
10 19 M 1 1 1
11 19 F 1 1 1
12 29 F 1 1 1
13 34 F 1 1 1 1 1
14 35 M 1
15 36 F 1 1 1 1 1 1
16 37 F 1 1 1
17 37 F 1 1
18 43 M 1 1
19 45 M 1 1 1
20 | 49 | M 1
21 50 F 1
22 56 F 1 1
23 67 M 1 1 1 1
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Adicional a la revision de las manifestaciones clinicas, se revisaron los niveles de
inmunoglobulinas en suero reportados por el médico en el expediente de cada

paciente, dichos datos se muestran a continuacion en la tabla 6:

Tabla 6 Niveles de inmunoglobulinas reportados en los historiales clinicos de los
pacientes. En rojo se muestran los valores obtenidos que indican un nivel bajo del
intervalo de referencia de acuerdo al grupo de edad de cada paciente. Los valores de

referencia se encuentran en la tabla 21 en el anexo 1.

No. |®|% 1IgG IgM IgA
Paciente| 2 | § | mg/dl | mg/dl | mg/dI
1 2| F| 498 40 100
2 5|F| 452 37.4 45
3 10| F 616 <40 <25
4 13| F| 106 <5 29
5 15| F | 246 16 64
6 16| F| 287 <23 36
7 16/ M| 356 1 2
8 17| F| 498 40 100
9 18/ M| 320 25 25
10 19/ M| 530 9 10
11 19| F| 183 1 3
12 29| F| 300 1 28
13 34| F| <134 26 29
14 35| M| 575 68 96
15 36| F 43 6.59 1
16 37| F| 866 1 69
17 37| F | 240 1 4
18 43| M| 426 318 4
19 45| M 34 2 68
20 49| M| <200 <25 <40
21 50| F 4 252 7
22 56| F| 301 1 5
23 67| M| 152 402 7

Los resultados obtenidos al realizar la correlacién de las manifestaciones clinicas
muestran que la poblacion de pacientes usados presenta un cuadro caracteristico

de IDCV.
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Analisis de graficos de puntos para las poblaciones leucocitarias.

Una vez que se tuvieron las lecturas del Citdmetro de cada tincion se procedid a

realizar el analisis de cada subpoblacién empleando el programa FlowJo 7.6.2

Para la determinacion del porcentaje de linfocitos (L), monocitos (MO) vy
polimorfonucleares (PMN), se partio de la tincion de CD45 Y CD14, tomando en el
primer plano (A) la expresién de CD45 vs granularidad (SSA), se toméd una regién
R1 la cual se analizé en un segundo plano (B) mediante la expresién de CD45 vs

CD14, dando como resultados tres regiones, tal como se muestra en la figura 9:

800

600 +

-A

§SC

400 +

CD14 APC

200 47

CD45S PerCP

CD45 PerCP

Figura 9 Analisis de grafico de puntos para las poblaciones de linfocitos, monocitos y
PMN; se obtuvieron tres regiones a partir de la determinacion de la expresion de CD45 y
CD14, siendo los de mayor porcentaje de expresion de ambos marcadores los
monocitos, los linfocitos expresan mayormente CD45 y los PMN una baja expresion de
ambos.
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Para los resultados de los pacientes, el 22% presentd bajos niveles de leucocitos

totales, el 22% de igual forma presentd porcentajes bajos de linfocitos, 4%

mostrd porcentajes altos de monocitos y 4% presentd porcentajes bajos en PMN.

A continuacion en la tabla 7 se muestran los valores de LT, L, MO y PMN en

porcentajes y datos absolutos calculados de cada paciente como se describio

anteriormente en la ecuacion 2 para la obtencion de valores totales:

Tabla 7 Porcentajes y nimero absoluto de poblaciones leucocitarias en sangre periférica
(linfocitos, monocitos y PMN); en rojo se muestran los valores debajo del intervalo de
referencia y en azul los que se encuentran por arriba del intervalo de referencia

correspondiente a la edad mostrados en el anexo 2.

=4 (=] [=] )
poi |3 3E.8E] B¢ |§.E. % 2 ;
ente| B |§5°835" €w |E€°3" S P— s z3

E 28| 3 5 & = 225 49TEE & Y
1 2 |F| 9333 52 4853 11 1026 26 2427
2 5 |F| 2725 21 572 6 164 66 1799
3 10 |F| 2550 43 1097 11 281 38 969
4 13|F| 3350 39 1307 8 268 46 1541
5 |15|F| 10100 12 1212 4 401 80 8080
6 |16 |F| 10250 21 2153 5 513 72 7380
7 |16 |M| 4900 20 980 6 294 69 3381
8 |17 |F| 6500 26 1690 4 260 64 4160
9 18 |[M| 10050 15 1507 6 603 77 7738
10 [19|M| 6100 22 1342 6 366 65 3965
11 |19 |F| 9950 26 2587 8 796 62 6169
12 |29 |F 1225 13 146 5 56 78 878
13 |34 |F| 4350 19 827 8 348 64 2784
14 |35|M| 4150 20 830 9 374 62 2573
15 |36 |F| 15500 34 5270 7 1085 54 8370
16 |37 |F| 7200 18 1296 8 574 72 5184
17 |37 |F| 9100 30 2730 6 546 62 5642
18 |43 |M| 12900 10 1290 5 645 77 9933
19 |45|M| 3400 30 1020 18 612 52 1768
20 (49 |M| 9425 35 3299 5 471 57 5372
21 |50 |F| 9300 18 1674 4 372 57 5301
22 |56 |F| 8500 30 2550 3 255 66 5610
23 |67 M| 8900 50 4450 3 267 43 3827
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Analisis de las poblaciones de linfocitos T, linfocitos B y células NK.

Para el analisis del grafico de puntos de la tincién para células NK se partio de la
expresion de CD45+ vs granularidad (SSA) tomando una regién R1 como se
muestra en A en la figura 10; posteriormente se hizo la determinacion del
porcentaje de células NK al medir la expresidon de células CD16+56+ (sumando

los valores de las regiones Q1 Y Q2) como se muestra en B):

K o 10* Jau Q2
A) B) 11,77 2,19
800}, i 103+
w 3 A
& 3 Celulas NK
< 600 8 ]
o + |10%+
» q O 3
400 — '
0
RS : O lol"'
200 —f 5% S
KRS 5 R
104
0 . . .»‘. . : : loo 7 187
10° 10’ 10° 0 10t ARRRATS
10 10
CD45 PerCP CD3 FITC

Figura 10 Analisis poblacional de células NK. Se partio de la expresion de CD45 y de
baja granularidad correspondiente a la region de linfocitos, posteriormente en B) se
midio la expresion de CD3 VS CD16+56, dando el porcentaje correspondiente de células
NK la suma de los cuadrantes Q1 y Q2.

Para la determinacion del porcentaje de células B y células T se partio de la
misma forma de un primer plano A mediante la medicidn de la expresiéon de CD45
y la granularidad correspondiente a la zona de linfocitos, posteriormente se hizo
la separacién de ambas poblaciones empleando los marcadores CD19 para células
B (poblacién Q1) y CD3 para las células T (poblacion Q3), tal como se muestra en
la figura 11.
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Figura 11 Analisis de grafico de puntos para las células B y T partiendo de la expresion
de CD45 y granularidad correspondiente a la zona de linfocitos en la figura A,
posteriormente se mide la expresion de CD3 vs CD19 con el fin de separa ambas
poblaciones en los cuadrantes Q1 para células B y Q3 para células T.

En el caso de las proporciones de células CD4+ y CD8+ se determinaron dentro
de una region R1 de células CD3+, a partir de la cual se calcularon las

proporciones de células T CD4+ y CD8+ tal como se muestra en la figura 12:
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Figura 12 Analisis de grafico de puntos para las subpoblaciones de células T CD4+ y
CD8+. Partiendo de la expresion de CD3+ en el primer plano A) se delimité una region
R1 la cual se evalud la expresion de CD4 y CD8 para separar ambas poblaciones de
células, mostrando a CD4+ en el cuadrante Q3 y a CD8+ en el cuadrante Q1.

Los resultados de los pacientes analizados mostraron una frecuencia de
porcentaje baja para los porcentajes de células B (48%), células NK (30%) y
células T CD4+ (30%). También se obtuvo un porcentaje de alguna de las
poblaciones que presentaron una frecuencia alta en células T (30%) y células T
CD8+ (48%).

Cabe mencionar que se hizo de igual forma la determinacién de la relacién de
CD4+/CD8+ con el fin de evaluar el equilibrio entre estas dos poblaciones dado a
que es un parametro con el fin de poder explicar algun defecto de su presente
enfermedad. Como resultado se obtuvo que el 61% de los pacientes presentaron

dicha relacién invertida.

En la tabla 8 se presentan los valores en porcentaje de las poblaciones de células
T, By NK de los 23 pacientes analizados, asi como la relacién porcentual de
células T CD4+/CD8+:
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Tabla 8: Valores porcentuales de las poblaciones de células T, B, NK, T CD4+, T CD8+ y
la relacion CD4+/CD8+. Se muestran en rojo los valores debajo de los intervalos de
referencia y en azul los valores por arriba de lo intervalos de referencia mostrados en el
anexo 2.

Patl:li:.nte % § CD19 % | CD16+56 % | CD3 % | CD4 % | CD8 %% | RELACION CD4+/CD8+
1 2 | F 1 26 74 83 8 10.4
2 > | F 9 7 87 64 34 1.9
3 10| F 1 8 88 35 50 0.7
4 131 F 7 10 83 45 53 0.8
> SR 5 0.5 70 42 53 0.8
6 16\ F 2 3 93 64 33 1.9
7 16 | M 5 3 64 33 64 0.5
8 171 F 19 3 76 80 18 4.4
9 181 M1 6 5 70 16 81 0.2
10 1M s 17 68 42 56 0.8
11 191 F 3 23 79 72 26 2.8
12 29 | F 1 oy 8 59 45 47 1.0
13 34 | F 18 19 66 41 54 0.8
14 351 M 5 14 67 22 60 0.4
15 36 | F . . o " . 1.8
16 3P 47 17 71 25 76 0.3
17 371 F 1 20 8 70 47 47 1.0
18 43 | M 3 11 73 35 62 0.6
19 BIM g 17 54 60 32 1.9
20 |49 M| 12 84 | 12 | 86 0.1
21 50 | F| o, 13 . . s 0.3
22156 [ F 5 6 75 | 38 | 58 0.7
23 |67 Mg 6 89 | 18 | 80 0.2
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Para medir la proporcion de células CD4+ de memoria y naive (CDR45RO vy
CD45RA respectivamente) se partid de la regidon correspondiente a la expresidn
de CD3 en el primer plano A, posteriormente se hizo la evaluacion de la expresion
de CD4+ tomando la poblacion positiva para ambos marcadores (CD3 y CD4) tal
como se muestra en B. Finalmente en el plano C se hizo |la separacién de ambas
poblaciones de células T CD4 mediante la expresion de CD45RA para las células
naive las cuales se aprecian en el cuadrante Q3 y la expresion de CD45R0 para

las células de memoria, estas se aprecian en el cuadrante Q1 de la figura 13.
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Figura 13 Analisis de grafico de puntos para la determinacion de los porcentajes de las
poblaciones de células T CD4+ me memoria y naive. Se partio de la expresion de CD3 en
la figura A) tomando a la region R1, posteriormente se tomé la poblacion que
corresponde a la region R2 (siendo positiva para CD4) en B), finalmente se obtuvieron
las dos poblaciones de memoria y naive al medir la expresion de CD45RO (Q1) y
CD45RA (Q3).

Se hizo la determinacién de células T CD4+/ CD45RA+ y T CD4+/CD45R0O+ en
14 testigos con el fin de tener un parametro de comparacidon respecto a los
porcentajes determinado en pacientes; a continuacién en la tabla 9 se muestran

los resultados:
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Tabla 8 Valores porcentuales de células T CD45RA+ y células T CD45R0O+ de los 14
testigos.

te:t?go %CD45RA | %CD45RO
1 33 59
2 29 54
3 34 50
4 37 46
5 32 43
6 35 50
7 56 31
8 26 61
9 35 51
10 47 46
11 24 64
12 27 63
13 24 59
14 42 36

En la tabla 10 se muestran los valores en porcentajes de las subpoblaciones de
células T CD4+/CD45RA+ y T CD4+/CD45R0O+ de los 23 pacientes analizados, de
los cuales el 65% presentaron valores bajos de células T CD45RA+, el 13%
presenta valores de CD45R0+ bajos y el 48% tiene valores de CD45R0O+ altos:
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Tabla 9 Valores porcentuales de células T CD45RA+ y CD45R0O+ de los 23 pacientes, En rojo se
muestran los valores debajo de los intervalos de referencia y en verde los valores por arriba de
este, el intervalo se muestra en el anexo 2.NSD: no se determinoé.

No. ® | £ |CD45RA |CD45RO
Paciente | B | § % %
1 2| F 2 o5
2 > | F 57 25
3 10| F 1 86
4 13| F 1 98
5 15| F 58 37
6 16| F 6 94
7 16| M 5 80
8 17| F 63 16
9 18| M 27 65
10 19| M 33 51
11 19| F NSD NSD
12 29| F NSD NSD
13 34| F 4 87
14 35| M 7 93
15 36| F 15 36
16 37| F 32 27
17 [37]F 23 71
18 43| M| NSD NSD
19 |45|M™ 17 29
20 |49| M 1 73
21 |so0| F 1 91
22 |s6| F 23 33
23 |67| M 10 44

Teniendo estos dos grupos se realizé un analisis estadistico empleando la prueba
U de Mann-Whitney para hacer la comparacion de las dos poblaciones entre
paciente y testigos; en la figura 14 se muestran los resultados obtenidos:

51



P=0.0030
80- **

3

v J

< 60+

[=) ®e

0 ®

h °

O 40+ ° °

- —.!‘-.M °®

2 0aa® ®

< (X} [ X )

- 204

2 L

Sl

o @ ‘.
0 Sease

TESTIGOS PACIENTES

100+ °

+
LX)

(o) [ ]

g L

<

=] [

L-1-> [ ] °o® S

<t ...

S s5{ e0%e °

= LIS )

m ° o P

< L4 °

= ®e

= °

LI}

[S .

TESTIGOS PACIENTES

Figura 14 Grafica de desviacion de datos de poblaciones CD45RA+ y CD45RO+ entre
testigos y pacientes. Para las células T CD4+ naive se obtuvo una diferencia
significativa (p=0.0030) donde se aprecia que los valores de los pacientes son mas
bajos que los testigos. En cambio en la figura de abajo, correspondiente al analisis entre
las células T CD4+ de memoria entre testigos y pacientes, se obtuvo una division de dos
poblaciones en el caso de los pacientes.

Una vez que se terminaron de analizar las poblaciones generales de leucocitos, es
necesario adentrarse en el analisis de las subpoblaciones de células B, las cuales

forman parte fundamental en el desarrollo de este trabajo.

Analisis de subpoblaciones de células B.

Para el analisis de subpoblaciones de B se realizaron tres tinciones para la
cuantificacion de 9 poblaciones de células B. En el primer analisis mostrado en la
figura 15 se procedid a tomar una regién R1, tal como se muestra en el plano A,
a partir de esta region se hizo la separacion de las células B naive (cuadrante
Q3), células B de memoria con cambio de isotipo (cuadrante Q1), sin cambio de

isotipo (cuadrante Q2), la suma de ambas poblaciones corresponde al porcentaje
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de células B de memoria total. Finalmente el cuadrante Q4 representa a la

poblacion de células B doble negativas.

B) Células B Células B

memoria Q1

memoria
con cambio [43.1 ' ~

Sin Camoio

de isotipo S
o \ de isotipo
3

600

SSC-A

400 -

CD27
PE

) ja4 Q3
0 y 19,34 " a3 7
10 / 100 10} 102 a3 Células B
CD19 APC : naive
Células B doble IgD FITC

neqgativas

Figura 15 Analisis de grafico de puntos para la determinacion del porcentaje
subpoblaciones de células B: células B naive, memoria con cambio y sin cambio de
isotipo y doble negativas. En el plano A) se delimité una region R1 a partir de la
expresion de CD19 vs granularidad (SSA) correspondiente a la zona de linfocitos,
posteriormente en el plano B) se midiéo la expresion de IgD vs la expresion de CD27.
Como resultado se obtuvieron: células B naive en el cuadrante Q3 las cuales expresan el
fenotipo de CD27-/IgD+, células B de memoria con cambio de isotipo en el cuadrante
Q1 con el fenotipo CD27+/IgD-, células B de memoria sin cambio de isotipo en el
cuadrante Q2 con el fenotipo CD27+/ IgD+ y en el cuadrante Q4 se obtuvo el
porcentaje correspondiente a las células B doble negativas con un fenotipo CD27-/IgD-.

En el caso de la determinaciéon del porcentaje de células B transicionales y
plasmablastos se empled la expresion de CD24 y CD38 como marcadores para la
obtencién de dichas poblaciones. En la figura 16 se aprecia el procedimiento
realizado a partir de la expresién de CD19 en el plano A), a partir de ahi se
obtuvieron ambas poblaciones en el plano B), siendo la regién R2 correspondiente

al porcentaje de células B transicionales y R3 para los plasmablastos.
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Figura 16 Analisis del grafico de puntos correspondiente a las poblaciones de células B
transicionales y plasmablastos. A partir del plano A se obtuvo la poblacion de células B
empleando el marcador CD19, de esa region se analizo la expresion de CD38 y CD24 en
el plano B). En el caso las células B transicionales presentaron un fenotipo de
CD38+/CD24++ (region R2), finalmente para el caso de los plasmablastos su fenotipo
se representa como CD38+/CD24- (region R3).

En la determinacion del porcentaje de CD21bajo o CD21llow se empled como
marcador de expresién a CD38 y CD21. Para ello se partié de un primer plano A)
correspondiente a las células B, de ahi se procedié a la obtencion de células B

CD21bajo en el plano B) tal como se muestra en la figura 17:
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Figura 17 Analisis del grafico de puntos para la determinacion de células B CD21low. Se
partié de una poblacién correspondiente en el plano A) a las células B mediante el uso
del marcador CD19 (R1), pasando al plano B) se obtuvo el porcentaje de células CD21
low mediante el fenotipo de CD38-/CD21-.

Los porcentajes obtenidos de los pacientes analizados mostraron que el 22% de
ellos presentaban niveles bajos de células B naive y el 39% niveles altos. El 52%
presento porcentajes bajos de células B de memoria total y el 13% niveles altos;
para el caso de las células B sin cambio de isotipo el 48% de los pacientes tuvo
porcentajes bajos y el 22% porcentajes altos, para el caso de las células B de
memoria con cambio de isotipo el 65% de los pacientes estuvo presentd niveles

bajos en esta poblacidn y solo el 9% niveles altos.

Para el caso de las células B doble negativa el 35% de los pacientes tuvo valores
arriba de los intervalos de referencia. Por lo que respecta a las células B
transicionales el 39% presentd porcentajes bajos y un 17% porcentajes altos; en
lo que concierne a los plasmablastos el 83% de los pacientes presentd valores
bajos; finalmente en las células CD21low el 17% tuvo valores bajos y otro 22%

tuvo valores altos respecto a los intervalos de referencia.
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Cabe mencionar la importancia del analisis de las poblaciones de CD21llow vy
células B doble negativa, ya que se ha visto una relacion del aumento de ambas

poblaciones en procesos de autoinmunidad.

En la tabla 11 se muestran los valores porcentuales de las subpoblaciones de B
de los 23 pacientes analizados, asi como la clasificacion de Freiburg asignada
para cada uno:

Tabla 10 Valores porcentuales de subpoblaciones de células B. En rojo se muestran los

valores debajo de los intervalos de referencia de cada subpoblaciéon y en azul los que
estan por arriba de este, los intervalos se muestran en el anexo 2.

No. Célu | Célula | Célula | Célula | Célula | CélulaB | Plasmabl | CD2 | Clasific
Paci laB | memo B B sB transicio | astos % 1 acion
ente naiv | ria % | memo | memor | doble | nales % Low de
® 2 e % ria sin | ia con | negati % Freibur
= $ cambi | cambi | va% g
o de o de
isotip | isotipo
0 % %
1 2 |F| 46 35 13 22 19 <0.1 <0.1 69 2
2 Fl 43 51 33 18 6 7 4 10 1B
3 10 |[F| 70 0.5 0.5 <0.1 29 <0.1 <0.1 11 1B
4 13 |F| 85 5 4 1 10 10 <0.1 34 1A
> 15 |F| 63 13 3 10 24 0.5 <0.1 1 2
6 16 | F| 92 1 0.7 0.3 7 41 2 10 1B
7 16 | M| 44 53 51 2 4 <0.1 <0.1 14 1B
8 17 | F | 66 26 11 15 8 2 <0.1 0.5 2
9 18 |M| 74 1 1 <0.1 25 23 <0.1 1 1B
10 19 |M| 68 28 25 3 4 2 <0.1 13 1B
11 19 |F| 36 45 11 34 19 <0.1 <0.1 2 1B
12 29 | F| 83 12 9 3 6 1 <0.1 4 1B
13 34 |F| 32 60 43 17 8 <0.1 <0.1 5 2
14 35 |[M| 78 10 2 8 12 10 <0.1 9 1B
15 36 |F| 82 3 2 1 15 21 <0.1 26 1A
16 37 | F| 87 3 2 1 11 1 0.3 11 1B
17 37 |F| 50 40 30 10 10 <0.1 <0.1 14 2
18 43 |[M| 84 7 5 2 10 4 <0.1 7 1A
19 45 M| 71 19 13 6 10 4 0.3 4
20 49 M| 75 19 12 7 5 <0.1 <0.1 21 2
21 50 | F| 86 1 11 5 <0.1 13 1B
22 56 | F| 92 5 2 4 0.3 7 2
23 67 |M| 86 5 6 0.2 1 1 1B
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Analisis estadistico de subpoblaciones de células B.

Mediante el uso del programa GraphPad Prism versidon 5.01 se realizd el analisis
estadistico de las poblaciones leucocitarias determinadas por citometria de flujo
mediante la separacién de los pacientes en dos grupos de acuerdo a la
clasificacién de Freiburg: sin memoria que corresponde al grupo 1A vy
1B(porcentaje de células B de memoria con cambio de isotipo menor al 0.4%
respecto al total de linfocitos) con 8 pacientes y con memoria correspondiente al
grupo 2 (porcentaje de células B de memoria con cambio de isotipo mayor al

0.4%) con 15 pacientes.

Adicionalmente se hizo la comparacion usando un grupo de 20 testigos como
control (10 masculinos y 10 femeninos con una media de edad de 15.6 anos).
Dichos testigos se tomaron de una base de datos del la Unidad de Investigacion

de Inmunodeficiencias Primarias del INP (datos no mostrados).

En la figura 18 se muestran los correspondientes graficos al analisis estadistico de

dichas poblaciones:
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Figura 18 Graficas del estadistico de porcentajes de subpoblaciones de células B entre
testigos (n=20), pacientes con memoria(n=15) y sin memoria (n=8). Se empled el
programa GraphPad Prisma 5.01 usando la prueba U de Mann-Whitney para la determinacion. A)
Corresponde a la poblacién de células B donde se obtuvo diferencia significativa entre testigos y
pacientes sin células B de memoria (p<0.001) y entre ambos grupos de pacientes (p<0.05). B)
Corresponde a la poblacion de memoria total, no hubo diferencias significativas. C) Corresponde a
la poblaciéon de células B naive, se obtuvo diferencia significativa entre testigos y pacientes sin
células B de memoria (p<0.05). D) Corresponde a la subpoblacion de células B de memoria sin
cambio de isotipo, aqui se obtuvo diferencia significativa entre el grupo testigo y los pacientes sin
células B de memoria (p<0.05). E) Corresponde a la subpoblacion de células B de memoria con
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cambio de isotipo, en este caso se obtuvieron diferencias significativas entre el grupo testigo y
pacientes sin células B de memoria (p<0.0001) y entre ambos grupos de pacientes (p<0.05). F)
Poblacién de células B doble negativas, en este caso se obtuvieron diferencias significativas en
ambos grupos de pacientes respecto al grupo testigo (p<0.001 para el grupo de pacientes sin
células B de memoria y p<0.05 para el grupo de pacientes con células B de memoria). G)
Representa la subpoblacion de células B transicionales. H) Se presenta la poblacién de
plasmablastos; de igual forma se presentaron diferencias significativas de ambos grupos de
pacientes respecto al testigo (p<0.001 para el grupo de pacientes sin células B de memoria y
p<0.0001 para el grupo de pacientes con células B de memoria). I) Representa la subpoblacion
de CD21llow donde se obtuvo diferencia significativa ente el grupo testigo y los pacientes sin
células B de memoria.

Analisis de linfocitos T reguladores.

Dado a que en el grupo de pacientes con IDCV existe un porcentaje de ellos que
presentan alguna manifestacién autoinmune, se analizé la poblacién de células T
reguladoras (T regs) mediante el marcador de CD127low, el cual es un indicador

de la proporcionalidad de células T regs presentes en sangre.

Para la obtencidon del porcentaje de células T regs se partido de la expresidon del
marcador CD4+ vs granularidad en un plano A), de esa regidn se procedié a
seleccionar a la poblacién R2 en un plano B) la cual corresponde a T regs. Tal

como se muestra en la figura 19:
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Figura 19 Analisis de grafico de puntos para la determinacion de T regs. Se parti6 de
una region CD4+ (R1) en el plano A), de esa poblacion se midié la expresion de CD127
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VS CD25, de la cual se obtuvo la poblacion de células T regs (R2) cuyo fenotipo
corresponde a CD25+/CD127.

Se hizo la determinacién de CD127low a partir de la poblacién de células T
CD4+/CD25+ en 14 testigos con el fin de tener una referencia. En la tabla 12 se
muestran los resultados obtenidos de dichos testigos, de los cuales se obtuvo un

promedio de 3.8%.

Tabla 11 Valores porcentuales de células T reguladoras CD127 low en testigos(n=14, 12
femeninas y 2 masculinos) NSD: No se determiné.

No.
testigo Sexo |CD4+/CD25+/CD127low
1 F 4
2 F 3.5
3 F 3.4
4 M 3
5 F 3.3
6 F 3.5
7 F 3.7
8 F 4.4
9 F 3.9
10 F 5.4
11 F NSD
12 F 4
13 F 3.2
14 M 3.8
Promedio: 3.8

En la tabla 13 se muestran los datos porcentuales de células T reguladoras
(CD4+/CD25+/CD127Low) de los pacientes analizados, de los cuales se obtuvo
como resultado un porcentaje de 56% de los pacientes con bajos niveles de
células T CD127low basandose en el porcentaje promedio obtenido del grupo de

testigos:
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Tabla 12 Valores porcentuales de células T reguladoras CD127 low en pacientes, en rojo se
muestran los valores que estan por debajo del promedio de referencia determinado en los
testigos (3.8%);

No. CDh127
Paciente| |ow %
1 5.75
2 3.8
3 NSD
4 0.73
5 5.9
6 0.9
7 2
8 2.3
9 2.9
10 1.1
11 4.9
12 3.3
13 1.33
14 5.55
15 2.4
16 1.3
17 2.3
18 3.5
19 2.9
20 3.15
21 4.26
22 5.5
23 6.3

Adicionalmente se realiz6 un analisis comparativo usando de igual forma la U de
Mann-Whitney para la comparacion de ambos grupos, no se obtuvo diferencia
significativa. En la figura 20 se observa la grafica de dispersiéon de datos de
ambos grupos, la cual muestra una distribucion muy amplia en el caso de los
pacientes respecto a los testigos, los cuales se llegan a concentrar en una sola

poblacidn.
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Figura 20 Grafica de dispersion de porcentajes de células CD127low en testigos (n=14)
y pacientes con IDCV (n=23).

Resultados del analisis funcional de pSTAT3.

Se hizo la determinacion de fosforilacion de STAT3 a partir de la obtencion de la
Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) de pSTAT3 en testigos y pacientes a

diferentes tiempos (15 y 60 minutos) teniendo como control un “sin estimulo”.

Como se muestra en la figura 21 se parti6 mediante la seleccidon de una regién R1
CD19+ (plano A) de ahi se derivaron a dos planos diferentes. En el plano B se da
la realizd la determinacion de IMF de pSTAT3 en células B totales a las tres

condiciones establecidas (sin estimulo, 15 y 60 minutos).

En el plano C) se obtuvieron las poblaciones de células B de memoria (R2) y
células B naive (R3). A partir de la region R2 se analizd el plano D) del cual se
evalué la IMF de pSTAT3 en células B de memoria en las tres condiciones

establecidas.

Por ultimo a partir de la regidon R3 se analizé un plano E) del cual se obtuvo la

IMF de pSTAT3 en células B naive en las tres condiciones planteadas.
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Este proceso se realizd tanto en testigos como en pacientes con IDCV.
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Figura 21 Analisis de grafico de puntos y obtenciéon de histogramas de IMF de pSTAT3
en condiciones de sin estimulo, 15 y 60 minutos de activacion con IL-21r (80ng/pL). A)
Se hizo el analisis partiendo de la delimitacion de la region R1 correspondiente a la
poblacion de células B (CD19+) de ahi se deriva a los planos B)( histogramas de IMF de
PSTAT3 en células B totales) y C) delimitacion de las regiones R2 (células B de memoria
CD27+) y R3 (células B naive CD27-). D) Histogramas de IMF de pSTAT3 en células B de

memoria. E) Histogramas de IMF de pSTAT3 en células B naive.

En la tabla 14 se muestran los valores de IMF-pSTAT3 en células B total, naive y

memoria de los 10 testigos analizados:
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Tabla 13 Valores de IMF pSTAT3 de testigos en células B (totales, naive y memoria).

No B t105tal - B l;-asive — B mt;n:oriaso
testigo | S/E min | min S/E min | min S/E min | min
7.64| 8.52 |6.536.75| 7.98 | 6.18 |8.78| 10.4 | 7.58
2.71| 4.81 |2.49|2.54| 4.39 |2.77|3.18| 5.99 | 2.43
3.42| 30.4 |4.18|2.71| 5.67 | 2.98 | 5.07| 46.5 | 6.13
12.8| 19.3 |17.2|12.5| 19.1 | 18.1| NA NA NA
9.82| 27.6 | 22.29.34| 27.3 | 21.9|10.8 | 27.7 | 24.1
9.13|17.6 |7.92|7.07| 15.5 | 6.07|10.7 | 18.9 |9.14
2.83| 14.2 |3.464.18| 12.3 |3.01|2.47| 18.7 | 4.82
4.83| 6.18 |4.11|4.76 | 5.91 | 3.54|8.05| 10.2 | 6.61
3.29| 8.33 |6.012.93| 7.96 |5.84 |4.05| 9.18 | 6.49
4.89|9.92 |2.74|14.74|9.81 | 2.6 |7.34| 11.7 | 4.46

Promedio| 6.14 |14.69| 7.68 | 5.75|11.59|7.30|6.72 ]17.70| 7.97

o
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Como parte de un control se hizo un analisis estadistico empleando la prueba de
Mann-Whitney entre los testigos comparando los diferentes tiempos entre si en
cada una de las tres poblaciones, esto con el fin de tener una aseguracién de la
fosforilacion y desfosforilacion en testigos empleados. Esto se muestra en la

figura 22.
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TESTIGOS

Figura 22 Graficas de los datos promedios de pSTAT3 en los testigos a diferentes
tiempos y en cada una de las poblaciones de células B evaluadas. (n=10). Las
diferencias significativas obtenidas (p<0.05) se dieron principalmente entre las
condiciones de 15 minutos y sin estimulo, no obstante en el caso de la subpoblaciéon de
células B de memoria, fue mas marcada la diferencia entre estas condiciones (p<0.001).

En la tabla 15 se muestran los resultados obtenidos de IMF de pSTAT3 en células
B total, naive y memoria de los 23 pacientes analizados, cabe mencionar que
debido al bajo porcentaje de memoria de algunos de ellos (pacientes 3, 7, 8 y 9)

el analisis solo se pudo realizar el células B totales y naive:
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Tabla 14 Valores de IMF pSTAT3 de pacientes en células B (totales, naive y memoria).

No. B total B naive B memoria
Paciente | g/E | 15 min | 60 min | S/E | 15 min | 60 min | S/E | 15 min | 60 min
1 3.12 4.97 2.63 2.88 4.12 2.56 3.31 8.64 2.95
2 3.33 11.1 3.9 2.98 3.77 2.94 3.88 6.53 5.28
3 2.93 13 5.11 2.92 12.6 4.33 NSD NSD NSD
4 5.55 6.9 9.49 5.06 5.7 9.19 16 15.1 20.2
5 3.35 4.72 3.63 3.24 4.58 3.47 4.26 5.12 4.22
1.9 2.63 3.45 1.89 2.61 3.18 2.21 2.89 3.93
2.08 2.7 2.11 2.08 3.37 2.11 NSD NSD NSD
8 3.45 4.1 2.59 3.18 4.14 2.16 NSD NSD NSD
9 9.04 10 12 9.02 9.47 11.8 NSD NSD NSD
10 5.9 5.35 4.79 5 4.58 4.43 11.9 15.4 8.21
11 13.7 18.8 10.1 12.7 18.5 7.35 15.1 19.5 13.1
12 12.1 12.9 10.6 12.2 12.5 10 15 15.8 11
13 2.5 4.53 2.59 2.42 4.22 2.37 2.61 5.09 2.67
14 1.39 1.67 1.52 1.37 1.65 1.39 1.74 1.97 3.91
15 2.4 3.15 6.08 2.43 3.16 5.29 3.03 3.82 11.7
16 2.27 2.5 13.5 2.09 2.11 11.9 1.97 4.89 16.5
17 11.9 22.6 16.6 11.1 21.4 15.5 13.1 23.6 19.5
18 10 9.13 4.33 10.1 8.93 4.01 14.08 10.9 5.41
19 3.67 1.9 7.34 3.69 1.89 6.95 3.45 1.4 8.5
20 7.01 14.5 9.85 6.43 13 9.72 9.28 21.5 13
21 6.56 | 13.605 26.685 | 5.05 7.51 7.67 8.07 19.7 45.7
22 2.91 2.61 13 2.47 2.61 9.95 6.45 2.91 26.1
23 2.58 2.21 15.2 3.2 3 5.41 3.73 1.68 15.9
Promedio| 5.20 7.63 8.13 4.93 6.76 6.25 7.32 9.81 12.51

En la figura 23 se muestran las graficas de los valores promedios obtenidos de la

IMF de pSTAT3 de las tres poblaciones de B evaluadas, asi como el resultado de

los analisis estadisticos efectuados.
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Figura 23 Graficas de datos de IMF pSTAT3 de testigos y pacientes. A) Poblacion de
células B totales donde se obtuvo una diferencia significativa entre los grupos a los 15
minutos (p=0.0178). B) Poblacion de células B naive, de igual forma se obtuvo
diferencia significativa a los 15 minutos (p=0.0198). C) Poblacion de células B de
memoria. No hubo diferencia significativa en esta poblacion.

Al observar las tendencias de las graficas obtenidas de la figura 23, si bien no hay
diferencia significativa entre los grupos, se observé una tendencia de aumento en

la IMF del grupo de pacientes.
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Debido a esto se decidid analizar el patrén de fosforilacién de forma individual de
cada paciente en cada una de las oblaciones evaluadas. Una vez realizado esto,
se obtuvieron cinco diferentes patrones en el comportamiento de la fosforilacidon

de STAT3, los cuales se nombraron como:

Fosforilacion normal.
No fosforilacion.
Retardo.

Disminucion.

Aol

Posible ganancia de funcién.

Esta idea surge a partir de la necesidad de poder evaluar y clasificar de manera
adecuada a los pacientes empleados en este trabajo. Para ellos se tomd como
referencia el trabajo de Ferrer (59). Los criterios de seleccién para cada grupo se
muestran en la figura 24 junto con un ejemplo del patréon de fosforilacidn-

desfosforilacion de cada caso.
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Figura 24 Casos propuestos para la clasificacion de los pacientes a partir del patron de
fosforilacion de pSTAT3 y sus criterios. A. En el primer, fosforilacion normal (n=9) la
tendencia esperada es similar a la de los testigos (IMF pSTAT3 a los 15 min es mayor que la IMF
pSTAT3 S/E y que la IMF pSTAT3 a los 60 min). B. En el segundo caso, no fosforilacion (n=3) la
IMF no cambia en ninguna de las condiciones (IMF pSTAT3 S/E =IMF pSTAT3 15 min = IMF
pSTAT3 60 min). C. En el tercer caso, retardo (n=3) la tendencia mostrada es de un aumento en
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la fosforilacion hasta pasado los 60 minutos después de la activacion (IMF pSTAT3 60 mines
mayor que la IMF pSTAT3 15 min, ésta a su vez es igual a la IMF pSTAT3 S/E). D. En el cuarto
caso (disminucion) como su nombre lo indica, el valor de IMF de pSTAT3 va disminuyendo
conforme al tiempo. E. En el caso de posible ganancia de funcion la tendencia consiste en un
aumento de la IMF conforme al tiempo.

Como ya se ha mencionado anteriormente, los pacientes con IDCV presentan una
heterogeneidad de condiciones y signos, los cual contribuye a la dificultad en el

tratamiento y hasta en su diagndstico.

Es debido a esto que se planted clasificar los resultados de pSTAT3 de los
pacientes mediante la clasificacion de Freiburg: sin memoria (pacientes del grupo
1, n= 8) y memoria (pacientes del grupo 2, n=15), tal como se realizd en el
analisis de subpoblaciones de células B. Esto con el fin de poder estudiar mas a

detalle los resultados obtenidos en el estudio funcional.

En la figura 25 se muestran las graficas de los resultados obtenidos al clasificar
los datos mediante esta clasificacién en las tres poblaciones de células B en las
que se realizd el estudio funcional de pSTAT3. De igual forma que en las
subpoblaciones de células B, se realizd un analisis estadistico entre los grupos en
las diferentes condiciones (S/E, 15 y 60 minutos). Los resultados mostraron una
diferencia unicamente en la poblacion de células B totales entre el grupo testigo y

los pacientes del grupo sin memoria a las condiciones de 15 minutos.
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Figura 25 Graficas de los resultados promedio de pSTAT3 clasificados de acuerdo a los
criterios de Freiburg: memoria para las graficas en azul (n=15) y sin memoria para las
graficas en verde (n=8); el grupo testigo esta representado en morado (n=10). La
diferencia significativa obtenida al realizar el analisis estadistico fue en la grafica A) de
células B totales entre los grupos testigo y sin memoria a los 15 minutos (p=0.0327).

Con base en los datos obtenidos de la recopilacidon de las manifestaciones clinicas
de los pacientes estudiados (tabla 4), se planted la posibilidad de clasificar a los

pacientes de acuerdo a la frecuencia de manifestaciones autoinmunes, dando
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lugar a dos grupos: pacientes con autoinmunidad (n=8) y pacientes sin
autoinmunidad (n=15). De esta forma, al igual que como se planted en el grafico
de la figura 21, tratar de profundizar en los resultados obtenidos del estudio
funcional de STAT3, con el fin de obtener mayor correlaciéon de los datos y
posibles defectos en la via.

En la figura 26 se muestran las graficas obtenidas de la clasificacion de los datos
de acuerdo a lo mencionado anteriormente en cada una de las tres poblaciones
de células B en las que se analizé pSTAT3. En este caso los grupos que mostraron
diferencias significativas fueron el grupo testigo y el grupo de autoinmunidad en
las condiciones de 15 minutos en las subpoblaciones de células B totales y células

B naive.
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Figura 26 Graficas de los resultados promedio de pSTAT3 clasificados de acuerdo a la
presencia o ausencia de manifestaciones autoinmunes. Se representa en morado el
grupo testigo (n=10), en amarillo el grupo con autoinmunidad (n=8) y en naranja el
grupo sin autoinmunidad (n=15). En la grafica A) se representa el analisis comparativo
en la poblaciéon de células B totales, teniendo una diferencia significativa (p=0.0155)
entre los grupos de testigo y autoinmunidad a los 15 minutos. En la grafica B) se obtuvo
otra diferencia significativa en la poblacion de células B naive entre los grupos de
testigo y autoinmunidad a los 15 minutos. En la grafica C) se muestran los resultados
obtenidos en la subpoblacion de células B de memoria.
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Por ultimo, se hizo la revision de la frecuencia de manifestaciones autoinmunes
en cada uno de los casos de patrén de fosforilaciéon propuestos anteriormente.
Dentro del grupo de fosforilacion normal (n=9) solo se tuvo a un paciente con
dichas manifestaciones, para el caso de retardo (n=3) no hubo pacientes con
manifestaciones autoinmunes. En el caso de los grupos de no fosforilacion (n=3)
y disminucion (n=3) cada grupo presentaba dos pacientes con dichas
manifestaciones. En el caso del patrén de posible ganancia de funcion (n=5) tres
de los pacientes con este patron presentaban dichas manifestaciones. Los

resultados se ejemplifican en la figura 27.

Frecuencia de pacientes con autoinmunidad

Figura 27 Frecuencia pacientes con manifestaciones autoinmunes en los diferentes
patrones de fosforilacion propuestos. Normal: 1/9, Retardo 0/3, No fosforilacion 2/3,
Disminucion 2/3 y Posible GOF 3/5.
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DISCUSION

En este trabajo de investigacién se trabajo con pacientes con IDCV, la cual, se
caracteriza por presentar una baja concentracién de de inmunoglobulinas séricas
y un cuadro muy heterogéneo de manifestaciones clinicas que van desde
infecciones en las vias del tracto respiratorio, autoinmunidad y cancer (35). Al
tener una gran variabilidad en las manifestaciones clinicas, por esta razén se les

ha realizado muchos estudios a estos pacientes.

El objetivo en este trabajo es hacer un estudio funcional de la via IL-21/STAT3,
por medio de la fosforilacion de STAT3, con el fin de correlacionarlo al

inmunofenotipo y poder identificar pacientes con probable defecto en esta via.

Se trabajaron 23 pacientes en este trabajo; se tuvieron 15 femeninos y 8
masculinos; en cuanto a las manifestaciones clinicas presentaron una
predisposiciéon alta a neumonia, otitis, neumonias, bronquiectasias, IVRS vy
autoinmunidad; y en menor frecuencia esplenomegalias, linfadenopatias, IVU,
granulomas, padecimientos en el tracto gastrointestinal. Dichos pacientes tienen
una gran variabilidad en sus manifestaciones clinicas, lo cual es caracteristico de
la enfermedad al ser reportada en otras cohortes de pacientes con IDCV
estudiadas (36).

Los pacientes empleados cubren los criterios de inclusién para la enfermedad de
IDCV (37); un criterio decisivo para diagnosticar IDCV es tener los niveles de
inmunoglobulinas en suero por debajo de dos desviaciones estandar. La
concentracion de inmunoglobulinas de cada paciente se encontrd en niveles bajos

de acuerdo al grupo de edad.

Con la citometria de flujo se estudiaron las poblaciones leucocitarias de los
pacientes con IDCV de sangre periférica. Cabe destacar que un 22% de estos

pacientes tuvieron un numero absoluto disminuido de leucocitos totales y
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linfocitos totales. Solo un bajo porcentaje de pacientes (6%) tuvo una
disminucién de la poblacion de neutréfilos. En otras cohortes de pacientes
estudiadas se ha visto pacientes que tienen un bajo niumero de linfocitos totales,
tanto en porcentajes como en numeros absolutos. Esto se ve reflejado en una
disminucién de sus leucocitos totales (38, 39). Esta disminucion puede deberse a
las constantes infecciones que los pacientes padecen, asi como la perdida de la
homeostasis inmunoldgica que afecta la diferenciacion de los linfocitos y la

alteracion de los tejidos linfoides donde realizan sus funciones efectoras.

En cuanto al analisis fenotipico de las subpoblaciones linfocitarias que son las
células NK CD16+56; células T CD3+ (células T) y las células B CD19+, se
compararon con los valores de referencia que existen en la literatura (40). Casi la
mitad de los pacientes con IDCV tuvieron un bajo porcentaje de células B (48%)
y de células NK (30%). En estudios en otras cohortes de pacientes con IDCV, de
acuerdo con los hallazgos obtenidos en este trabajo, también las células B son las
mas afectadas (38, 41, 42). No se ha estudiado mucho a las células NK en los
pacientes con IDCV pero hay reportes de grupos de pacientes con estas células

afectadas en porcentaje y numero(43).

La mayoria de los pacientes con IDCV tienen defectos en las células B que se ven
reflejado en un porcentaje de estas células en sangre periférica y tejidos. En los
pacientes donde se han encontrado los defectos que causan su enfermedad, se ha
estudiado que estas mutaciones afectan a proteinas que estan involucradas en la
diferenciacion de las células B en los drganos linfoides secundarios. Como
consecuencia un gran porcentaje de las células B se van a apoptosis y no pueden
terminar su diferenciacion a células plasmaticas. Por lo que concierne al bajo

porcentaje de células NK no se sabe tiene aln una respuesta.

Al igual que las células B, las células T CD4+ han sido muy estudiadas en los
pacientes con IDCV. Se ha concluido que en esta inmunodeficiencia la afectacion
en esta poblacién determina que los pacientes tengan mas complicaciones
infecciosas con microorganismos oportunistas (41, 44). En nuestra cohorte de

pacientes un porcentaje importante presenta una disminucién en esta poblacion.
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El estudio de las células T cooperadoras es de relevancia dado en algunos
pacientes se han descrito defectos moleculares. De esta forma al haber un
defecto en célula T, circunstancialmente habra un defecto en las poblaciones de
células B al no haber una diferenciacion completa, lo cual se vera reflejado en un
fenotipo clinico de IDCV. Es por ello que en este trabajo se analizaron las
subpoblaciones de células T colaboradoras, mediante la determinacion de células

T cooperadoras naive y células T cooperadoras de memoria.

En el analisis estadistico se vio reflejada una diferencia significativa de los
pacientes y testigos; donde las células T cooperadoras naive tuvieron un
porcentaje bajo en los pacientes respecto a los testigos, mientras las células T

colaboradoras de memoria un porcentaje muy alto.

En los udltimos anos, se ha estudiado fenotipicamente y funcionalmente a las
subpoblaciones de células T cooperadoras y se ha concluido: pacientes con IDCV
y un alto porcentaje de células T cooperadoras de memoria, correlaciona con
manifestaciones clinicas graves como procesos auto-inflamatorios,
esplenomegalia y autoinmunidad. Hay estudios que concluyen estos fendmenos

debido a un aumento en la apoptosis de las células T cooperadoras (45, 46).

El principal defecto estudiado en IDCV ha sido en las células B, debido a su papel
en la secrecidn de inmunoglobulinas. Desde el 2000 se sabe que la mayoria de los
pacientes con IDCV tienen una bajo porcentaje de células B de memoria, lo cual

correlaciona con manifestaciones clinicas graves.

Ahondando en las subpoblaciones de células B y al ser esta la poblacién de
células de mayor interés en este trabajo, se decidié llevar a cabo la clasificacion
de los pacientes de acuerdo al criterio de Freiburg basandose en el porcentaje de
células B memoria de los pacientes con IDCV (el porcentaje de células B de
memoria con cambio de isotipo es menor a 0.4% respecto al total de linfocitos
totales y son considerados sin memoria, mientras los pacientes con un
porcentaje de células B de memoria con cambio de isotipo mayor a 0.4% se

clasificaron en el grupo de pacientes con memoria).
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Esta clasificacion es muy Uutil, debido a la gran heterogeneidad de las
manifestaciones en los pacientes, ya que al dividirlos en grupos, permite dividir a
los pacientes en grupos de mayor o menor gravedad, ademas de permitir un

analisis mas optimo (47).

Se obtuvieron dos grupos de pacientes con células B memoria y sin células B de
memoria, de acuerdo a los criterios establecidos para la clasificacion de Freiburg y
un grupo de testigos para los resultados de las poblaciones de células B. Mediante
el analisis estadistico se encontraron diferencias significativas en los pacientes
con IDCV sin células B de memoria respecto a los testigos y a los pacientes con

células B de memoria.

Los pacientes con IDCV y sin células B de memoria tienen menos células B
totales, menos células B de memoria con cambio y sin cambio de isotipo,
respecto a los testigos y a los pacientes con IDCV y células B de memoria. No
obstante, presentan un mayor porcentaje de células B CD21 low que los testigos
y los pacientes con IDCV y células B de memoria. En cuanto al porcentaje de
plasmablastos tanto los pacientes con IDCV con células B de memoria y sin
células B de memoria tienen un porcentaje muy bajo de plasmablastos con una

diferencia significativa respecto a los testigos.

Las anormalidades fenotipicas de las subpoblaciones de células B, ha sido muy
estudiada en los pacientes con IDCV(48); en la cohorte de pacientes analizada
alrededor un tercio de ellos corresponden a pacientes con células B de memoria,
mientras que los restantes dos tercios carecen de ellas, lo cual va de acuerdo con
otras cohortes de pacientes con IDCV estudiadas, ya que es caracteristico de ellos

la ausencia de estas células (49).

El aumento de células B doble negativas se ha correlacionado en procesos de
autoinmunidad, tales como lupus eritromatoso sistémico (50) y en cancer de
pulmén (51); dentro de los pacientes estudiados, se tiene un total de 8 que
presentan alguna manifestacion autoinmune, lo cual sustenta los resultados

obtenidos en el analisis.
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Los plasmablastos se encuentran en proporciones muy bajas como es de esperar
en pacientes con IDCV, ya que al no haber un cambio de isotipo en estas células
es dificil que se lleve a cabo la diferenciacidon hasta célula plasmatica, y por ende,

el paciente presente bajos niveles de anticuerpos (52).

Al igual que las células B doble negativas, el aumento de células B CD21low se
han implicado en procesos de autoinmunidad en pacientes con lupus
eritromatoso sistémico (53) y en pacientes con artritis reumatoide y VIH (54). En
IDCV se ha descrito que un alto porcentaje de células B CD21low correlaciona con

manifestaciones autoinmune, esplenomegalia y enfermedad granulomatosa(55).

Con la finalidad de entender mas las manifestaciones autoinmunes en los
pacientes con autoinmunidad, se realizd la determinacion de la expresion de las
células T reguladoras (Treg) en todos los pacientes. El 56% de los pacientes tiene
un decremento en la expresién de las células Treg y estos datos correlacionan con

los pacientes con manifestaciones autoinmunes (datos no mostrados).

Se realizd un analisis estadistico de las poblaciones de las células Treg y los
hallazgos encontrados con la pSTAT3; no existid correlaciéon (datos no
mostrados). Este resultado concuerda con lo obtenido por Arumugakani et. al
(56) en donde vio un porcentaje de células CD127low bajo en pacientes con IDCV

y alguna manifestacion autoinmune.

Con la cohorte de pacientes empleada se hizo un estudio funcional de la
fosforilacion de STAT3 mediante la activacién con IL-21r en células B naive y
memoria mediante la técnica de citometria de flujo; se midié la fosforilacion en
dos tiempos 15 y 60 minutos con el fin de ver la activacion de STAT3 maxima,
por medio de la fosforilacidon del residuo Y705; este pico de maxima fosforilacidon
se da los 15 minutos y a los 60 minutos hay una desfosforilacion donde STAT3
regresa a su estado de inactivacidn y el valor de IMF es muy parecido al control

sin estimular.

Clemente et. al. (57) muestra en su trabajo el papel de STAT3 para la generacion

de células plasmaticas al realizar a cabo la fosforilacién de dicha proteina. En este
79



caso se observd que si existe diferencia en el comportamiento en los pacientes
con IDCV, para ahondar mas en ello se analizaron cada uno de los
comportamientos de fosforilacion de cada paciente, de los cuales se obtuvieron 5
patrones: fosforilacion normal (9 pacientes), no fosforilacion (3 pacientes),
retardo (3 pacientes), disminucidn (3 pacientes) y posible ganancia de funcion (5

pacientes).

Se concluyé que los pacientes con fosforilacion normal y pacientes con retardo
en la fosforilacién; son los que presentan menos manifestaciones autoinmunes;
mientras que los pacientes con anormalidades en la fosforilacion presentan
mayor prevalencia de manifestaciones autoinmunes. Esto se debe corroborar
aumentando la cohorte de pacientes; ya que al subdividirse esta cohorte

guedaron muy pocos pacientes en cada grupo (figura 24).

Al realizar el andlisis de datos de todos los pacientes con el grupo de testigos, se
vio una diferencia significativa entre pacientes y testigos; donde las células B
totales de los pacientes mostraron un descenso en la fosforilacion a los 15
minutos, comparandolos con los testigos. También hubo un patrén igual en las
células B naive de los pacientes. En cambio, en las células B de memoria de los

pacientes no existid una diferencia significativa respecto a los testigos.

Al dividirse a los pacientes con IDCV en pacientes con células B de memoria y
pacientes sin células B de memoria, solo existid una diferencia significativa en la
poblacién de células B totales, donde existié una reduccion de la fosforilacion en

los pacientes con IDCV y sin células B de memoria.

Milner et. al. (32) menciona en su trabajo la relacion que hay en los pacientes con
alguna manifestacién autoinmune y ganancia de funcién en STAT3, por ello se
planted realizar la clasificacion de los pacientes con base en las manifestaciones
autoinmunes (presentes n=8, ausentes n=15). Una vez realizado en anélisis
estadistico se observé un comportamiento de aumento de la IMF en las tres

poblaciones analizadas (células B totales, células B naive y células B memoria).
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Se encontré que los pacientes con IDCV con manifestaciones autoinmunes tiene
una reduccion de la fosforilacion de STAT3 a los 15 minutos, en las poblaciones

de células B totales y células B naive respecto a los testigos.

Los hallazgos del andlisis funcional de pSTAT3 arrojé conclusiones importantes;
en primer lugar, al comparar pSTAT3 entre testigos y todos los pacientes se vio

una diferencia significativa de la fosforilacion de STAT3 a los 15 minutos.

Cuando se dividieron los pacientes en los que tienen células B memoria y los que
no; se encontrd una diferencia significativa en los pacientes sin células B de
memoria, pero no hubo diferencia significativa entre testigos y pacientes con

células B de memoria.

Por dltimo, en el analisis comparativo entre testigos y pacientes con
autoinmunidad y sin autoinmunidad, se encontré diferencia significativa entre los
testigos y los pacientes que tienen autoinmunidad. Mientras que entre el grupo de
testigos y los pacientes con ausencia de manifestaciones autoinmunes no

presentaron diferencias significativas.

Estos resultados nos llevan a concluir que hay un grupo de pacientes con IDCV y
defectos en la via IL21/STAT3. Estos pacientes tienen defectos en la
diferenciacion de la célula B naive a célula B de memoria, lo cual, se traduce en
problemas durante la activacién de la via, lo que lleva a la formacidon deficiente
del centro germinal en los foliculos primarios, y como consecuencia, un bajo

numero de células B de memoria en sangre periférica.

Asi también, los pacientes con IDCV y manifestaciones autoinmunes, tuvieron una
diferencia significativa con un decremento de pSTAT3 respecto a los testigos. Se
destaca que los la mayoria de estos pacientes son los que presentan un bajo

porcentaje de células B de memoria.

Finalmente, es posible afirmar que la baja fosforilacion de pSTAT3 se deber a

defectos en el receptor de IL-21 6 en defectos de activaciéon de JAK3; por lo que
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es importante en estos pacientes realizar, en un futuro, estudios en estas dos

proteinas y verificar si existe un defecto molecular.

CONCLUSIONES

*Los pacientes mas afectados en la via de senalizacion de pSTAT3 son aquellos
que presentan un bajo porcentaje de células B de memoria, los cuales a su vez en

su mayoria son aquellos que presentan alguna autoinmunidad.

*La determinacion de la fosforilacion de STAT3 puede ser empleada como un
parametro en la determinacién de afecciones en el inicio de la via de senalizacion
de IL-21/STAT3 en pacientes con IDCV.

PERSPECTIVAS

*Este trabajo de investigacion trata de seleccionar a posibles pacientes que
puedan tener alguna afeccion es esta via, para que en un futuro sean candidatos

al estudio molecular.

*Se debe aumentar el nUmero de pacientes con el fin de corroborar una posible

ganancia de funcién en la fosforilacion de la STAT3.

*Complementar con otros estudios funcionales y moleculares que ayuden a
complementar el estudio de la via de sefializacién IL-21/STAT3 para determinar si

existen posibles defectos en los pacientes con IDCV.
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1. Valores de referencia

Tabla 15 Intervalos de referencia de leucocitos totales de acuerdo a la edad y al sexo.

Género Edad (anos) n Intervalo calculado

Leucocitos (miles/pL)

Femenino 0-1 41 5101810
2.5 367 404 - 13.10
&-10 434 3671009
[1-15 E12 3591073
16-20 B43 398 - 10.80
= 20 18,723 3.56— 1030
Masculino 0-1 |78 5001 -18.10
2.5 468 43291240
&-10 437 3.60-10.10
[1-15 469 350-9.08
16-20 599 345-9.12
= 20 | 1,280 3IB4-979

Tabla 16 Intervalos de referencia de neutrofilos, linfocitos y monocitos de acuerdo a la
edad (valores porcentuales).

(Género Edad (afios) n Intervalo calculado
Meutrofilos (%)
Ambos 0-1 171 12.20 - 53.47
2-5 738 20.00 - 6570
6-10 829 2628 - 6960
I1-15 935 3243 -7138
l6- 20 1402 3649 - 7571
= 20 28 966 3960 - 7a_10

Linfocitos (%)

Ambaos 0-1 171 28.20 - 7866
2-5 738 23.89-7036
6-10 829 1848 - 562 98
I-15 935 1830 - 57.07
l6- 20 1402 1656 - 5165
= 20 18,966 I 550 - 4860

Monocitos (%)

Ambaos 0-1 171 021-1230
2-5 738 1.74-11.00
6-10 829 264- 1010
I-15 935 3.10-980
l6- 20 1402 3.30-9.60
= 20 28,966 340- 1010
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Tabla 17 Intervalos de referencia de poblaciones de células B, subpoblaciones de
células T y NK en valores porcentuales.

- Age grouﬁ#

Lymphocyte Neonatal Twk-2mo 2-5mo 59mo 9-15mo 15-2dmo 2-5yr 5 10yr 10-14yr Aculis
subpopulations  (n=20) =13 (=46 M=105) @M=70) N=33) (=33 (=35 @M=23) (=5

CDI9* B 12% 15% 4% 1% 25 286, 24% 18% 165 12%
Iymphacytes (5-22) {4-26) (14-39)  (13-35)  (15-39)  (17-41) (1444} (10-31)  (8.24) (6-19)
DT 62% 72% 3% 6% 5% 649 64% 9% 7% 72%
Tymphocytes (28-T6) (60-R5) (48-75)  (50-TT) (S4-TE) (39-73)  (43-76)  (55-TH) (SITR) (55-83)
CDIHCDY T 41% 55% 45%: 45% 44% 415 37% 35% 9% 44%
Iymphocytes (17-52) 41-68) {33-58) (33-58) (31-54) (25-300 . (2348 (2759 (25-48) (2837 -
CD3*CDE* T 24% 165 17% 18% 18% 20% 24% 28% 234 24%
lymphocytes {10-41) (9-23) (11-25)  (13-26)  (1228)  (11-32) (1439 (1934) (935 (10-3%)
CD4/CDR 18 3% 2.7 23 14 19 1.6 1.2 1.7 19
ratio per CD3* (1.0-2.6) (1363 (1739 (1638 (1339 {0937y (0929 (0926 (09-34) (1.0-36)
CD37HLA-DR* 26 56 3 g 4% 6% 6% 7% 4% 5%
T lymphocytes (1-6) (1-38) (1-9) (1-7 (2-8) {(3-12} (313} (3-14) (1-8)  (2-12)
CDI/CD16-56% 20% 8% 6% 5% T B 10% 12% 15% 13%
NK cells (6-58) (323) (2-14) (2-13) (3-17) (3-16) (423} (426) (62T (731)

The relative frequencies are expressed within the lyvmphocyte population: median and percentiles (Sth to 95th percentiles).

Tabla 18 Intervalos de referencia de memoria de células T y T reguladoras (valores
porcentuales).

T cell population Reference range
CD4+ CD45R0O+ of CD4+ T CD4+ memory T cells 29-63%
cells
CD4+ CD45RA+ of CD4+ T CD4+ naive T cells 32-73 %
cells
CD4+ CD45R0O+ CD127low T reg 1.4-5.1 %
CD25+ of CD4+ of T cells
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Tabla 19 Intervalos de referencia de subpoblaciones de células B de acuerdo a la edad
(valores porcentuales).

Table 4
Relative Number of B Lymphocyte Subpopulations in Healthy Children and Young Adults in Tested Age Groups

MNon-switched

memory/
marginal Switched Switched Double Plasma-
B cell subset Non-memory  Transitional Naive Memaory zone like memory memary Immature Activated negative blasts
Phenotype
Age group cDz27 igM"cD38"  1gD'CD27 cD27°* IgDCD27"  Igh CD27" gD CD27° Ch21" CD21'™CD38"™  1gD CD27 lgM CD38"
(%B) (%B) (%B) (%B) (%B) (%B) (%PBL) (%B) (%B) (%B) (%B)
Cord blood 93.7 339 82.7 6.3 3.9 1.8 0.4 8.4 3.8 11.1 1.9
(85.0-96.9) (27.2-49.7) (52.1-90.6) (3.1-15.0) (0.7-6.4) (0.9-7.0) (0.1-1.1)  (3.3-17.8) (0.6-18.5) (3.640.1) (0.4-3.2)
0-7 days 91.2 29.0 83.8 8.8 6.5 2.3 0.3 9.5 2.3 5.3 0.4
(85. 6—96 4) [12 4]9} (55. 0—913} (36 14 4) (2. 6—12 0) [10—}' 2) [01 0?] (3. 6—26 2) [05—2]5} (2. ] 39 3) [02 32}
8 days-2
manths [895—969) [41 43 9) [85? 948) (31 105) [1? 65) [15—?1] [03 15] [6? 231) [04 22) (1. 1 ?9) [02 27)
2-5 maonths 94.0 18.7 92.5 6.0 3.7 1.8 0.5 12.3 1.0 1.4 1.2
[8}'&968} (114 384} [821 952) (32 124} [2&8?} [03 90] [01 25] [?] 31 1) [0&29} (0. }'JJO} [04 33}
5-9 months
[885—94 7) [?2 19 7) (85, 5—93 4) (53 115) (2. 8—? 4) [16—}' )} [05—21] [62 203) [04 33) (08—44) [02 40)
9-15 87.1 8.5 85.2 12.9 6.1 5.1 1.0 10.2 1.3 1.3 1.1
months [}'94 95 9) (3. &]2 7} (76, &94 7 (41 206} (3. CHO?] [14 119} [03 21] [43 231) [0&4 5) (0. &3 Q) [04 55}
15-24
manths (73. 5—905) [33 ]6 5) [681—89 3) (95 26 5) [41 13 9 [39 13 &) [0? 34] [5] 21 3) [10—5 7 (1. ] 101) [05—3 )]
2-5 years 78.5 6.3 753 21.5 10.0 10.9 2.1 12.1 2.7 3.5 1.5
[629 92 2) [31 ]2 3) (54, 0—884} (?8 3?1} [2? 19 8) [4? 212} [0&5 ) [4] 24 4) (1.7-5.4) (1. &12 4) [0&4 )
5-10 years 4.6
(53. 3—814) (4. 6—83) [4?3 ?? 0) [186—46 7 [52 2[]4] [109 3[}4] [l? 54] [59 25 8) (2.3-10.0) [23 11 0) [[}6—5 3)
10-16 years 717 6.8 65.6 28.3 12.2 16.2 2.2 8.1 5.8 4.8 1.5
(52.1-86.7) (1.4-13.0) (51.3-82.5) (13.347.9) (4.6-18.2) (8.7-25.6) (1.5-4.0)  (2.9-13.2) (2.7-8.7) (2.7-13.4) (0. 6—6 5)
=16 years 717 2.5 65.5 28.3 11.1 16.1 2.0 6.2 4.4 4.5 1.1
(53.5-86.7) (0.9-5.7) (48.4-79.7) (17.54B.5) (7.0-23.8) (8.3-27.8) (1.1-3.3)  (3.2-19.6) (1.6-10.0) (2.2-10.0) (0.4-2.4)

Values within parenthesis represent median (5-95 percentile range).

Tabla 20 Intervalos de referencia de inmunoglobulinas en suero.

AgeGroups n  IgA (mg/dL) IgG (mg/dl)  IgM (mg/dL)
Mean Range Mean Range Mean Range
Newborn 43 5.6 0-22 5076 133-1037 26 5-120
I-3month 129 183 479 3138 55-625 396 8-144
4-6 month 45 244 7-89 340 49-611 498 16-158
7-12Zmonth 132 221 4110 3718 11-769 488 11-221
13-24 month 107 274  7-115 481.8 127-907 6438 20-207
25-36 month 112 358 9-148 5074 216-1010 621 17-223
3-5 year 62 733 32-178 6683 280-1108 976  42-227
6-8 year 60 843 36-204 7515 4431095 968 39-240
9-11 year 63 96.8 39-246 8Bl.> 422-1406 100.2  40-251
12-18 year 47 122 60-263 B886.5 500-1330 855 30228

2. Citometria de flujo

Es un meétodo analitico que permite medir multiples parametros de células o

particulas suspendidas, tales como tamaino, forma, complejidad, intensidad
relativa de fluorescencia y algin componente celular o funcidn que pueda ser
marcada por un fluorocromo. Dentro de sus aplicaciones en la inmunologia se

encuentra el uso para el conteo de subpoblaciones de células sanguineas, esto
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con el fin de caracterizar diversas enfermedades como VIH, leucemias agudas y

otros sindromes que permiten dar un entendimiento y diagndsticos de estas (28)

Su funcionamiento consiste en la inyeccién de la suspension celular a través de
un capilar el cual es incidido por un rayo laser, una vez que tiene contacto con
una célula la luz de excitacion sale hacia los lados y adelante lo cual genera una
sefial que se traduce en informacion, tal como tamafo, complejidad y morfologia;
ademas si esta es marcada por un fluorocromo la luz fluorescente se procesa y

permite la separacién de subpoblaciones seleccionadas.

El equipo se compone de tres sistemas: flujo, dptica y electréonica. El sistema de
flujo introduce y restringe a las células para su andlisis individual, el sistema
optico excita la muestra y colecta las sefales de luz que refleja las células y el
sistema electrénico convierte la sefal optica en una sefal electronica la cual es
digitalizada para su andlisis por computadora. Se compone de cinco unidades
principales: una fuente de luz (ldmpara de mercurio 6 laser), flujo celular
regulado, unidades de filtros Opticos para la deteccion de longitudes de onda
especifica, fotomultiplicadores para la amplificacion de la sefial y una unidad de

operacion y procesamiento de datos (29).
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Figura 28 Esquematizacion de la composicion de la citometria de flujo. (30)

3. Preparacion de reactivos

*PBS (10X)

80 g NaCl
2.0 g KCl
11.5 g Na;HPO4
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2.4 g KH,PO4
Agua Milli Q cbp 1L

*PBS (1X)

Se realizé una dilucidon de PBS 10X 1:10 usando agua Milli-Q.
*PBA:

0.5 g albumina sérica bovina

PBS 1X cbp 100 mL

*Solucidn fijadora 1%

1mL paraformaldehido
PBS 1X cbp 100 mL

*Solucion fijadora 16%
16 mL paraformaldehido
PBS 1X cbp 100 MI
*Solucion de Turk:

3.0 mL acido acético glacial
2 gotas de azul de metileno
Agua destilada cbp 100 mL

4. Foros de participacion
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El Centro de Investigacion en Dinamica Celular y la Facultad de Medicina
de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos otorga la presente
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M Yamazaki-Nakashimada Marco A, Berrén-Ruiz Laura.
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Analysis of functional defects in IL21/STAT3 pathways;
through phosphorylation of STAT3 ( pSTAT3) in B cell of
Mexican patients with Common Variable
Immunodeficiency (CVID)
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estudio genético y molecular de inmunodeficiencias primarias en México”
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El presente trabajo fue premiado con el ler. Lugar en la presentacién de trabajos

libres durante la realizacion de este Simposio.
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