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RESUMEN 

 

La Inmunodeficiencia Común Variable (IDCV) comprende un grupo heterogéneo 

de condiciones clínicas, 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, además de incluir diversas anormalidades en las 

poblaciones leucocitarias y diversos cuadros clínicos. Las manifestaciones 

frecuentes son infecciones recurrentes en vías respiratorias altas (IVRS), 

trastornos gastrointestinales, trastornos autoinmunes y enfermedades 

neurológicas. 

 

Cabe mencionar que los defectos genéticos más notorios asociados con IDCV se 

han encontrado en genes implicados en el desarrollo, supervivencia y activación 

de las células B. En los últimos años se ha descrito el papel esencial de IL-21 en 

la maduración y diferenciación de la célula B humana a célula plasmática. 

 

La interleucina 21 (IL-21)  es una citocina que actúa sobre esta célula al unirse al 

receptor IL-21R induciendo la fosforilación de JAK3 (este a su vez fosforila a 

STAT3 ocasionando su dimerización), traslocarse y unirse al ADN con el fin de 

iniciar la transcripción de genes involucrados en la diferenciación de células B 

hacia células plasmáticas. 

 

Se han hecho varios estudios relacionados a las mutaciones en STAT3, las cuales 

se han detectado principalmente defectos de pérdida y ganancia de función. Estos  

últimos han sido relacionados a la aparición 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 participación en la 

diferenciación de células naive a células de memoria. 
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En el presente trabajo se analizó la vía de señalización de IL-21/STAT3 mediante 

la fosforilación de STAT3 con IL-21r en células B con el fin de evaluar posibles 

defectos en esta vía en los pacientes con IDCV. 

 

Se analizaron las poblaciones leucocitarias por citometría de flujo de testigos y 23 

pacientes diagnosticados previamente con IDCV, a estos mismos pacientes se les 

realizó un estudio funcional en células B totales, así como en las subpoblaciones 

de células B naive y de memoria, fueron activadas durante 15 y 60 minutos 

empleando IL-21r y finalmente se realizó la tinción intracelular dirigida hacía p-

STAT3 con un anticuerpo monoclonal (mAb).  

 

Los análisis 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 

vírgenes mostraron un decremento significativo. Se analizó células T reguladoras 

y se vio un decremento de 56% en los pacientes.  En el caso del análisis funcional 

de pSTAT3 se obtuvieron diferencias entre testigos y pacientes, la baja 

fosforilación de STAT3 en estos pacientes correlaciona con baja expresión de 

células B de memoria y manifestaciones autoinmunes.  

 

Se pudo concluir que se identificaron pacientes con IDCV y defectos en la vía IL-

21/STAT3, estos pacientes tienen una predisposición a un porcentaje bajo de 

células B de memoria y  manifestaciones autoinmunes. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Sistema Inmunológico 

 

El sistema inmunológico 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 proteínas y 

polisacáridos) presentes en microorganismos infecciosos (son denominados 

patrones moleculares asociados a patógenos ó PAMPs), mediante la inmunidad 

innata y la inmunidad adaptativa. (1)  

La inmunidad innata es la primer línea de defensa ante los patógenos que 

ingresan al organismo; se caracteriza por el reconocimiento de las principales 

moléculas presentes en los microorganismos sin distinguir de forma específica 

similitudes entre uno y otro. Existen barreras físicas y químicas (como células 

epiteliales y sustancias con efecto antimicrobiano presentes en superficie). 

Además de células fagocíticas como neutrófilos y macrófagos, células NK 

conocidos también como linfocitos citotóxicos naturales, proteínas del 

complemento, mediadores de la inflamación 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 destrucción de patógenos fagocitados o 

células infectadas) y linfocitos B ( los cuales son los que encargados de la 

producción de anticuerpos involucrados en la defensa contra microorganismos 

extracelulares) (1) . 
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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 algún factor extrínseco como una enfermedad, infección o 

tratamientos (2). 

 

Inmunodeficiencias primarias 

 

Anteriormente eran descritas como enfermedades ocasionadas por uno ó más 

defectos en el sistema inmune, cuyas consecuencias traen consigo una alta 

susceptibilidad a infecciones. Actualmente se sabe que son un grupo de 

desórdenes heterogéneos con anormalidades en el sistema inmunológico 

caracterizado por presentar infecciones recurrentes, autoinmunidad, 

linfoproliferación, procesos granulomatosos, atopía (predisposición 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 marcó la pauta para el 

enfoque en la investigación en esta línea de la Inmunología. 

En la figura 1 se muestran algunos de los sucesos más relevantes para el campo 

de las inmunodeficiencias primarias que hasta el día de hoy han sido de los 

padecimientos con mayor campo de investigación. 
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Figura 1 Línea del tiempo, historia de las Inmunodeficiencias Primarias 

en el siglo XX. (Raje N. 2015). 

 

Desde 1990 la Unión Internacional de las Sociedades Inmunológicas ha venido 

publicando una clasificación de las inmunodeficiencias primarias, la cual hasta el 

día de hoy se han categorizado 354 enfermedades asociadas a 344 defectos 

genéticos localizados. Esto se ha logrado gracias a la expansión de la 

secuenciación, de la cual ha permitido reconocer varios trastornos de manera 

rápida (3); dichos padecimientos se agrupan en 9 diferentes grupos basándose en 

el defecto que se presenta: 

I. Inmunodeficiencias que afectan la inmunidad celular y humoral. 

II. Inmunodeficiencias combinadas con características asociadas o 

sindrómicas. 

III. Deficiencias predominantemente de anticuerpos. 

IV. Enfermedades de desregulación inmune. 

V. Defectos congénitos del número y/o función de fagocitos. 

VI. Defectos de la Inmunidad Innata. 

VII. Trastornos auto inflamatorios. 

1950,  E. Glanzmann y 
P. Riniker infecciones 

C. albicans por 
ausencia de linfocitos 

1952, O. Bruton, 
descubrimiento de la 
agammaglobulinemia 

1954, R. Good 
descubre la 
Enfermedad 

Granulomatosa 
Crónica 

1970, Aparece el 
término de 

Inmunodeficiencia 
Combinada Severa 

(SCID) 
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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 Común 

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

 

Desórdenes predominantemente de anticuerpos 

 

Estas deficiencias comprenden desde la ausencia completa de anticuerpos en 

circulación hasta su deficiencia selectiva de un isotipo ó subclase de isotipo de 

anticuerpo. Se caracterizan por una predisposición a contraer infecciones 

bacterianas en las vías respiratorias altas y bajas (presentándose por lo general 

otitis, sinusitis y neumonía); también se pueden presentar abscesos en la piel u 

otros órganos, meningitis, infecciones en las vías urinarias y artritis. Infecciones 

virales y por parásitos 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 concentración de 

inmunoglobulinas en suero y de células B) y la Inmunodeficiencia Común 

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 mayoría de los casos se debe por herencia ligada al X (5).  

En la Tabla 1 se enlistan las inmunodeficiencias que agrupan esta categoría, así 

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 Subcategorías de IDP de deficiencias predominantemente de anticuerpos, 

diagnóstico y genes (Picard, 2018). 

 

Categor
ía 

 

Subcategoría Diagnóstico de IDP Genes 

D
e
fi

c
ie

n
c
ia

 p
re

d
o

m
in

a
n

te
m

e
n

te
 d

e
 a

n
ti

c
u

e
r
p

o
s
 

Agammaglobulinemia Agammaglobulinemia BLNK, BTK, CD79A, 
CD79B,IGHM, IGLL1, 

PIK3R1,TCF3 

Defectos de 
recombinación de 
cambio de clase / 

Síndromes HIGM 

Defectos de 
recombinación de 
cambio de clase  y 

Síndromes Hiper IgM 

AID, CD40, CD40L, PMS2, UNG 

H
ip

o
g
a
m

m
a
g
lo

b
u
li
n
e
m

ia
 

Inmunodeficiencia 
Común Variable 

(IDCV) 

ATP6AP1, BAFFR, CD19, CD20, 
CD21, CD81, ICOS, IKFZ1, 

IRF2BP2, LRBA, MOGS, NFKB1, 

NFKB2, PTEN,TACI, TRNT1, 
TTC37, TWEAK 

Deficiencia específica 
de IgG (SPAD) 

-- 

Deficiencia de IgG e 
IgA 

TACI 

Deficiencias de la 

cadena de 
inmunoglobulina 

Cadena pesada, cadena ligera 

kappa, cadena ligera lambda 

Deficiencias de 
subclases de IgG 

BAFFR, CD19, CD21, CD81, 
ICOS, TACI 

Deficiencia selectiva 
de IgA 

TACI 

Deficiencia selectiva 

de IgM 

-- 

Timoma con 
inmunodeficiencia 

-- 

Deficiencia de 
Trascobalamina II 

Transcobalamina II 

Hipogammaglobuline
mia transitoria de la 

infancia 

-- 

Deficiencia de 
anticuerpos no 

clasificada 

Deficiencia de 
anticuerpos no 

clasificada 

11q23, LRBA, NFKB1, NFKB2, 
PIK3CD, PRKCD 



13 
 

 

 

 

Inmunodeficiencia Común Variable (IDCV). 

 

Fue descrita por primera vez por Janeway et al. en 1953 pero no fue hasta 1973 

que Cooper et al. acuñó el término de Inmunodeficiencia Común Variable 

(IDCV)(6). Comprende un grupo heterogéneo de condiciones clínicas, 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 inmunológico 

es la deficiencia de células B productoras de inmunoglobulinas; aunque también 

se han estudiado otros componentes del sistema inmunológico 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 mayoría de los 

pacientes. Además el 40% de estos puede presentar desórdenes 

gastrointestinales, linfoproliferativos, fenómenos autoinmunes (como la púrpura 

trombocitopénica idiopática y anemia hemolítica autoinmune) e inflamación 

granulomatosa. También se ha hecho la asociación con otras complicaciones 

como cánceres, 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 diagnóstico muy frecuente en la población asiática y 

afro-americana, debido a falta de desarrollo en esos países. No hay predisposición 

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 clínico 
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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 clínicos. 

Entre ellos los trastornos gastrointestinales como giardiasis crónica, desórdenes 

de mala absorción y diarrea; también enteropatías 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 hemolítica, púrpura trombocitopénica 

idiopática, anemia perniciosa, endocrinopatías autoinmunes relacionadas con la 

tiroides, enfermedades neurológicas (Sx de Guillain-Barré) y hepatitis C(11). Se 

estima que más del 20% de los pacientes diagnosticados con IDCV presentan 

complicaciones autoinmunes los cuales son difíciles de entender y a veces de 

manejar (12). 

Otras afecciones relacionadas son la otitis media, sinusitis crónica, neumonía 

recurrente que por lo general lleva a la presencia de bronquiectasia (inflamación 

irreversible de los bronquios), así como infecciones inusuales por Mycoplasma 

hominis y Ureaplasma urealyticum(11). 

 

Epidemiología  

 

Hasta finales de 2018, de acuerdo con la Sociedad Latinoamericana de 

Inmunodeficiencias (LASID) México ocupa el tercer lugar con mayor número de 

registros de pacientes con inmunodeficiencias primarias (1744 casos); de esta 

forma es posible confirmar la relevancia del estudio de estas enfermedades en 

nuestro país, así como las aportaciones que ha sumado en este campo de la 

ciencia. En la figura 2 se observa la gráfica de los países y su frecuencia de 

registro ante LASID. 
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Figura 2 Porcentaje de pacientes con inmunodeficiencias registrados en países en 

Latinoamérica hasta 2018. https://registrolasid.org/docs/Estatisticas_LASID-

2018_Dezembro.pdf. Consultado el 15 de enero de 2019. 

 

En 2014 se realizó  un estudio con 43 pacientes mexicanos diagnosticados con 

IDCV de siete diferentes puntos del país los cuales fueron analizados por edad, 

sexo, manifestaciones clínicas y niveles de inmunoglobulinas. Se obtuvieron como 

resultados una distribución de sexo masculino del 53.5% y 43.5% femenino, una 

media de edad para los principios de la enfermedad de 13.7 años  y una media de 

edad del diagnóstico de 19 años. Las manifestaciones clínicas de mayor 

frecuencia fueron infecciones (sinusitis, neumonía, infecciones gastrointestinales 

y otitis media) (13). 

El 23.2% de los pacientes presentaron trastornos autoinmunes, los cuales fueron: 

anemia hemolítica autoinmune, vitíligo, tiroiditis, artritis, vasculitis, enfermedad 

de Behcet (inflamación de los vasos sanguíneos a nivel sistémico), fibrosis 

pulmonar idiopática, púrpura trombocitopénica y esplenomegalias (dilatación del 

bazo). 

 

La media concentración 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 

https://registrolasid.org/docs/Estatisticas_LASID-2018_Dezembro.pdf
https://registrolasid.org/docs/Estatisticas_LASID-2018_Dezembro.pdf
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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 distribución 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 diagnóstico 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 estándar 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. 

 

 

Etiología de IDCV 

La mayoría de los casos de IDCV ocurre de forma esporádica, no obstante entre 

el 5-25% de los casos se reporta una historia familiar positiva, de los cuales la 

mayoría muestra una herencia autosómica dominante. Por el momento de todos 

los pacientes estudiados se ha identificado la causa monogénica en un porcentaje 

bajo (2-10%).  

 

Hoy en día gracias al uso de las nuevas tecnologías de secuenciación masiva ha 

sido posible identificar más genes asociados a la enfermedad. Entre estos genes 

encontramos: ICOS, CD19, CD81, IL-21, IL-21R, CD20, etc...; se han encontrado 

que dichos genes tienen funciones importantes en las células del sistema inmune, 

además de una participación importante en la activación 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 mayoría se encontraron gracias a la secuenciación masiva, 

no obstante más del 80% de los pacientes con IDCV aún no tienen un diagnóstico 

molecular; esto se puede deber a la heterogeneidad enorme que existe en los 

pacientes con IDCV. 

 

 

 

 

Figura 3 Genes con mutación asociada a IDCV. Los genes con una mayor frecuencia de 
mutación 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 diferenciación terminal de la célula B en 

los órganos 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 función principal es defendernos contra un gran número 

de patógenos; esto mediante la diferenciación, en los órganos linfoides 

secundarios, de células B naive a células B de memoria o células plasmáticas 

formadoras de anticuerpos, lo cual se logra a través, pasos esenciales que llevan 

a la formación del centro germinal donde se va a desarrollar  los fenómenos de la 

mutación somática y recombinación de cambio de clase (15). 

 

Desarrollo de la célula B. 

 

El desarrollo de las células B empieza en médula ósea, 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 antígeno (BCR),  tal como se 

muestra en la figura 4. Cuando una célula B inmadura presenta un receptor de 

antígeno funcional son seleccionadas para sobrevivir y salir a los órganos linfoides 

secundarios. (16). 

 

Una vez que son seleccionadas salen de médula ósea hacia sangre periférica 

dirigiéndose hacia algún órgano 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 transición con fuerte reactividad 

autoinmune experimentan una eliminación clonal ó permanecen fuera de los 

folículos 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 plasmáticas de larga vida(16) 
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secretoras de IgG, IgA ó IgE de larga vida; si esta célula B es activada por pared 

celular de bacteria (como polisacáridos), su activación se lleva a cabo en la zona 

marginal de los folículos primarios, donde formaran células B de memoria y 

células plasmáticas de corta vida y en su mayoría 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 

ó célula plasmática. 

 

 

 

 

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 formación del BCR, después pasa a la fase de célula B 
inmadura la cual posee un BCR maduro, en esta fase es sometida a una selección clonal 
para posteriormente salir a circulación sanguínea (célula transicional), de esta forma 
llegar a un tejido linfoide secundario y ser activada para pasar a célula B madura y de 
ahí diferenciarse a célula B de memoria o célula B plasmática. 
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Clasificación de pacientes con IDCV según su población de células B 

 

Como bien ya se ha descrito anteriormente, la IDCV es una enfermedad cuyas 

causas y signos característicos son muy heterogéneos, por ende se han propuesto 

varias forma de clasificar a los pacientes correlacionando sus manifestaciones 

clínicas con su fenotipo inmunológico. Partiendo del hecho que hay pacientes con 

células B, pero sin células B de memoria y otros que sí tienen células B de 

memoria; se empezaron a agrupar a los pacientes dependiendo del porcentaje de 

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

Para este trabajo se empleó la Clasificación de Freiburg debido a la practicidad de 

sus criterios para clasificar a los pacientes a partir de la información recopilada y 

el número de pacientes que se emplearon. 

 

Clasificación de Freiburg  

 

Se basa en la expresión de IgM, IgD, CD27 y CD21, lo cual llevó a la división de 

tres grupos(18): 

 Grupo I: Se caracteriza por presentar una reducción 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 expresión de 

CD21bajo (más del 20%), además de una alta incidencia de 

esplenomegalias en los pacientes. 

o Ib: El porcentaje de células B con baja expresión 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 función de las citocinas en la diferenciación de la célula B 

La memoria inmunológica esta mediada por células plasmáticas de larga vida y la 

generación de células B de memoria, a partir de las células B vírgenes (naive) 

después de la exposición con el antígeno. Las células T proveen ayuda a las 

células B, a través de moléculas coestimuladoras ó por la secreción de citocinas 

durante reacciones en el centro germinal. (20). 

Recientemente se ha descrito el papel de las citocinas al modular la diferenciación 

de la célula B, como el modular la expresión de factores de transcripción que 

llevan a la traducción de genes involucrados en la diferenciación terminal de la 

célula B a célula plasmática secretora de inmunoglobulinas (19) 

En los últimos años se ha descrito el papel esencial de IL-21 en la maduración y 

diferenciación de la célula B humana a célula plasmática. Las células T foliculares 

en centro germinal secretan IL-21 y con ello, activan la vía de señalización, la 

cual conlleva a la fosforilación de STAT3, la activación de factores de transcripción 

importantes  para proliferación y diferenciación de la células B (21). 

 

Interleucina 21 (IL-21). 

 

La interleucina 21 es una citocina pleiotrópica de tipo 1 cuyo receptor es parte de 

la familia de receptores que comparte la cadena “gamma común” (γc) 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 proteínas JAK1 y JAK3, así como a STAT1, STAT3 y STAT5. 

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+, macrófagos, monocitos y células dendríticas principalmente (23, 24). 
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Basta como ejemplo el mencionar su actividad sobre células NK, la cual índice si 

maduración; para el caso de las células T CD4+ ejercen un efecto autócrino 

donde además de inducir su proliferación, permite la diferenciación de células Th 

foliculares y Th17. No obstante, inhibe la generación de células T reguladoras 

(25). 

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

dicha citocina, así como el efecto  sobre ella:  

 

Figura 5 Células blanco de la IL-21 y sus efectos en diferentes líneas celulares. La IL-21 
ejerce activada sobre células T CD4+, NKT, T CD8+, células dendríticas convencionales y 
en médula ósea, NK, macrófagos y en células B, siendo sobre esta última mayor 
cantidad de efectos como son: proliferación, apoptosis, diferenciación hacia célula 
plasmática, cambio de clase de inmunoglobulinas y la formación de las células de 
memoria principalmente.  

 

La IL-21 ha sido identificada como la citocina que ejerce una fuerte activación 

sobre las células B humanas, junto con CD40L  induce una fuerte proliferación y 

diferenciación, que se ve reflejada en la secreción de IgM, IgG e IgA, por parte de 
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las células plasmáticas y formación de subpoblaciones de células B de 

memoria(22).  

 

El gen que codifica para la IL-21 se localiza en el cromosoma  4 (4q27); es una 

proteína cuya secuencia se compone de 162 aminoácidos, teniendo un péptido 

señal de 31 aminoácidos, un dominio de citocina de 4 hélices homólogo a las 

citocinas IL-2, IL-4 e IL-15, además de un par de residuos de cisteína 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 genómico; dicha secuencia codifica para un receptor de citocina de 538 

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

 

Proteínas JAK (JAK3). 

 

Las proteínas JAK (Janus kinase) son una familia de cuatro proteínas (JAK1, JAK2, 

JAK3 y Tyk2) las cuales están presentes en los mamíferos caracterizadas por ser 

un subgrupo de tirosin-cinasas no receptoras intracelulares asociadas a 

membrana. 

Su función es la mediación de señales de receptores de citocinas y factores de 

crecimiento; son proteínas grandes de más de 1100 aminoácidos y cuyo peso 

molecular va desde 120 a 140 kDa, en el caso de JAK3 su expresión está 

restringida para células de linaje hematopoyético(28). 

A partir de la secuencia primaria se han podido identificar siete dominios 

homólogos JH (JH1-JH7, dichos dominios son conservados entre especies); la 

actividad cinasa depende de la fosforilación en los residuos de tirosina, cabe 

mencionar que solo JAK3 se une a la cadena γc, siendo la única que responde a la 

señalización de citocinas(29). 
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Transductores de Señales y Activadores de la Transcripción (STAT´S). 

 

Los transductores de señales y activadores de la transcripción (STAT) son una 

familia de siete factores de naturaleza proteica (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, 

STAT5a, STAT5b y STAT6) cuya localización genética se encuentra distribuida en 

tres cromosomas en humanos.  

Se caracterizan por presentar un dominio SH2 de unión a fosfotirosina, lo que le 

permite la interacción con varias moléculas implicadas en varias vías de 

señalización. 

Posterior a la fosforilación se lleva a cabo una dimerización entre los dominios de 

SH2 y de fosfotirosina; ocurre su translocación al núcleo. Esto es posible ya que 

poseen un dominio único de unión al ADN el cual guarda cierta similitud con el 

dominio de unión al ADN de NFkB, no obstante no se conocen con exatitud los 

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

 

Proteína STAT3 

 

Existen dos isoformas de STAT3: STAT3α y STAT3β la cual se genera por splicing 

alternativo, siendo STAT3α la forma prevaleciente en la célula durante 

circunstancias normales. La proteína STAT3 existe en el citoplasma como forma 

inactiva hasta la fosforilación por las cinasas asociadas al receptor. La cinasa 

JAK3 activada fosforila STAT3 a través de la unión del dominio SH2 a un residuo 

tirosina fosforilado, mediante el cual el extremo C de p-STAT3 desencadena su 

liberación del receptor y forma una homo ó hetero-dimerización de p-STAT3; una 

vez dimerizada se traslada al núcleo y se une a los promotores teniendo 

secuencias afines de unión al ADN(31). 
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STAT3 promueve y regula la transcripción de genes implicados en la proliferación, 

diferenciación y apoptosis, además de ser importante en la modulación 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). 

Vía de señalización IL-21/STAT3 

 

En las células B el mecanismo por el cual se da la vía de señalización 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 fosforilación de 

JAK3, posteriormente esta a su vez lleva a cabo la fosforilación de STAT3 

ocasionando la dimerización de esta, de esta forma permite la translocación al 

núcleo y la unión al ADN con el fin de iniciar la transcripción de genes 

involucrados en la diferenciación de células B hacia células plasmáticas(22).  

En la figura 6 se ilustra dicha vía: 
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Figura 6 Vía de señalización IL-21/STAT3 (KUBY. Inmunología 7° ed. modificado). 

Esquema del proceso de activación de la vía de señalización de IL-21 en células B. La IL-21 se une al receptor   

IL-21R, el cual se compone de la cadena γc a la cual está anclada la proteína JAK3, al unirse a su receptor IL-21 

induce un cambio conformacional que genera la fosforilación de JAK3 la cual a su vez fosforila a STAT3, de esta 

forma ocurre su dimerización y se da la translocación de los dímeros hacia el núcleo de la célula, de esta forma 

se unen al ADN con el fin de comenzar la trascripción de genes involucrados en la diferenciación y proliferación 

de la célula B. 
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Mutaciones en STAT3. 

 

Se han hecho varios estudios relacionados a las mutaciones en esta proteína, las 

cuales se han detectado principalmente negativas de pérdida de función (LOF, 

lost of function), ocasionando el Síndrome de Hiper IgE autosómico dominante 

(AD-HIES) ó Síndrome de Job. Dicho síndrome se caracteriza por infecciones 

bacterianas recurrentes en pulmones y piel, formación de abscesos por frío, 

erupción eccematoidea severa, candidiasis muco-cutanea crónica, anormalidades 

tisulares y tortuosidad arterial. Cabe mencionar que dicha LOF no corresponde a 

una ausencia completa de la proteína o de su función (32). 

Otros estudios han revelado otro tipo de mutación con ganancia de función (GOF, 

gain of function) a STAT3, la cual está asociada a neoplasias.  Además de 

reportes de mutaciones somáticas específicas en pacientes con “leucemia 

linfocítica granular”.    

Se han descrito pacientes con mutaciones con GOF que desarrollan fenómenos 

autoinmunes, baja frecuencia  de células T reguladoras, hipogammaglobulinemia 

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

En 2019 se realizó un estudio comparativo empleando los resultados de 42 

pacientes reportados con mutaciones de GOF en STAT3 en 18 artículos publicados 

desde 2014 hasta 2018 (58). En su mayoría, los pacientes presentaban 

autoinmunidad y síndromes linfoproliferativos, además de diversos padecimientos 

en distintos órganos. 

Estos pacientes tienen un fenotipo clínico parecido a IDCV. Por esta razón es 

importante hacer estudios funcionales de pSTAT3  a los pacientes con IDCV, esto 

con el fin de corroborar la presencia de una mutación con ganancia de función en 

esta proteína lo que pudiera explicar su fenotipo clínico, así 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 clínicos que 

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

observado en el laboratorio (32): 

 

Figura 7 Manifestaciones clínicas y moléculas o células blanco afectadas por  

mutaciones de GOF y LOF en STAT3 (Milner JD. 2015). Dentro de los hallazgos más 
relevantes para LOF se destaca el Sx de Hiper IgE. Por lo que refiere a mutaciones del tipo GOF se 
destacan en su mayoría los sucesos asociados a autoinmunidad. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

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 más estudiadas, ha sido difícil su investigación y 

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

Varios grupos de investigación han realizado estudios en diferentes poblaciones 

del sistema inmune, con hallazgos muy importantes. Entre ellos, las vías de 

activación en la célula B como las vías de señalización de TLR’s, sobre todo TLR-

9, para buscar posibles defectos en las vías de señalización T independientes ó 

innatas de la células B. 

En los últimos años se ha visto que las citocinas, en la célula B, tienen un papel 

fundamental para la formación 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 más importancia para la diferenciación terminal de 

la célula B. Sin embargo, hay pocos estudios de la vía de señalización IL21/STAT3 

en pacientes con IDCV.  

Dado que los pacientes con IDCV, tienen un defecto en la diferenciación de la 

célula B en los órganos linfoides periféricos, al verse disminuida la concentración 

de inmunoglobulinas en suero, predisposición a infecciones y complicaciones 

clínicas; es importante estudiar esta vía de señalización 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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HIPÓTESIS 

 

-Las células B de los pacientes con IDCV van a tener una alteración en la 

fosforilación de la proteína STAT3 mediada por defectos en la vía de IL-21/STAT3. 

OBJETIVO GENERAL 

 

Cuantificar la relación de distintas poblaciones de leucocitos en pacientes con 

IDCV y analizar  la vía de señalización IL21/STAT3 mediante la fosforilación de la 

proteína 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 citometría 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 MÉTODOS 

 

Reactivos 

 

 *Anticuerpos monoclonales: 

 Tabla 2 Listado de anticuerpos monoclonales empleados (nombre del reactivo, casa 
comercial y número de lote). 

 

Reactivo 

Casa 

comercial 
Lote 

BD Tritest™ CD3 FITC/CD19 PE/CD45 PerCP con BSA y 
0.1% azida de sodio 

BD 

Bioscience 

70187 

BD Pharmingen ™ APC Mouse Anti-Human CD14 2220800 

BD Tritest ™ CD4 FITC/CD8 PE/CD3 PerCP en buffer con 

0.1% azida de sodio. 
43687 

BD Tritest ™ CD3 FITC/ CD16+56 PE/ CD45 PerCP en 

buffer con 0.1% azida de sodio 
13596 

BD Multitest ™ CD45RA FITC/CD45RO PE/ CD3 PerCP 

/CD4 APC con BSA y 0.1% azida de sodio 
63506 

BD Pharmingen ™ APC Mouse Antihuman CD19 7108612 

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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 PBS (buffer de fosfatos) estéril* 

 Solución de lisis BD FACS Lysing Solution ® BD Bioscience Lote: 41092 

 Solución fijadora 16%* 

 Solución fijadora 1% * 

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

 Interleucina 21 recombinante humana (R&D SYSTEM rhIL-21 Interleukin 21 

recombinant human) derivada de  E. coli  10 µg (se empleó una 

concentración de  80ng/µL), pureza >95%. Lote: ELF051711 

 PBA (buffer de fosfatos y albúmina)* 

 Metanol  

 Etanol 

 Agua Milli-Q 

 Paraformaldehído 

 SFB (suero fetal bovino) 

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

 Solución Ficoll-Histopaque (Lymphoprep TM Produced by Fresenius Kabi 

Norge AC for Axis Shield PoC AC) Lote: 12ID508. 

 Solución Turk* 

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

 

Equipos 

 

 Citómetro de Flujo FACS Aria®BD 

 Campana de flujo laminar marca Nuaire modelo 47922 

 Incubadora Nuaire modelo NW-S500 

 Centrífuga Beckman Coulter modelo Allegra X-122 

 Cámara de Newbauer 
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Software 

 

 FlowJo 7.6.2 

 GraphPad Prism versión 5.01 

 

Características de la población a estudiar. 

 

Se hizo el estudio usando 23 pacientes diagnosticados con IDCV, 15 femeninas y 

8 masculinos con una media de edad de 29 años. Haciendo la revisión del 

historial clínico de cada uno se obtuvo la recopilación de las manifestaciones 

clínicas las cuales caen dentro del cuadro clínico característico de IDCV. 

 

Criterios de inclusión. 

 Hombre o mujer de cualquier edad (en el caso de los menores de edad se 

obtuvo el consentimiento firmado del padre o tutor). 

 Bajos niveles de IgG e IgA (menor a dos desviaciones estándar del límite 

inferior en los parámetros correspondientes a su edad). 

Criterios de exclusión. 

 

 Pacientes cuyas causas de hipogammaglobulinemia se debe a razones 

secundarias. 

 Pacientes bajo tratamiento con inmunosupresores.  

Recolección de muestras sanguíneas. 

 

Se obtuvieron muestras de sangre venosa usando tubos de vidrio al vacio de 

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

1.5 mL ACD solución A, que contiene 22.0 g/L de citrato trisódico, 8.0 g/L de 
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ácido cítrico y 24.5 g/L de dextrosa, estéril y desechable (sistema Vacutainer®) 

tanto en pacientes diagnosticados con IDCV y voluntarios sanos.  

Determinación de subpoblaciones leucocitarias. 

 

Se realizó la determinación de subpoblaciones de leucocitos mediante una tinción 

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

siguientes combinaciones: 

 

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

 

Combinación de 

anticuerpos 

monoclonales 

Tipo de célula 
Volumen 
de sangre 

(μL) 

CD19-PE/CD45-PerCP/CD3-
FITC + CD14-APC 

Células B, monocitos, linfocitos y 
polimorfonucleares 

15 

CD16+56-PE/CD3-
FITC/CD45-PerCP 

Células NK 15 

CD3-PerCP/CD4-FITC/CD8-

PE 

Linfocitos T (cooperadores y 

citotóxicos) 
15 

CD3-PerCP/CD4-

APC/CD45RA-

FITC/CD45RO-PE 

Linfocitos T CD4+ (naive y memoria) 15 

CD127 FITC, CD25 PE, CD4 

PerCP 
Linfocitos T reguladores 50 

CD19-APC+CD27-PE+IgD-

FITC 

Células B naive, memoria con y sin 

cambio de isotipo y doble negativas 
30 

CD19-APC+ CD38-FITC+ 

CD24-PE 

Células B transicionales y 

plasmablastos 
30 

CD19-APC+ CD38-FITC+ 

CD21-PE 
Células B 21bajo 30 

 

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

posteriormente se agregaron 500μL de solución de lisis BD Lysing Solution® por 
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10 minutos, posteriormente se realizó el lavado empleando PBS centrifugando por 

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

 

Conteo de leucocitos totales. 

 

Se realizó el conteo de leucocitos totales  (LT) de las muestras sanguíneas de los 

23 pacientes mediante una dilución empleando solución de Turk (1:10); se realizó 

en conteo en la cámara de Newbauer, se sacó el promedio del número de células 

en cada uno de los cuadrantes. A continuación se describe el cálculo realizado: 

 

Ecuación 1 Cálculo de leucocitos totales en sangre periférica mediante la cámara de Newbauer: 
El primer 10 corresponde al factor de dilución y el segundo debido al factor que corresponde al 
espacio entre la cámara y el hematocrito; el valor obtenido corresponde al número de leucocitos 
por mm3 

 

Con base en los resultados de los porcentajes obtenidos en las gráficas de puntos  

y con los datos de la cantidad de leucocitos por mm3  en sangre calculados a 

partir de la ecuación 1, se pudo calcular el número absoluto de cada una de las 

poblaciones leucocitarias de sangre periférica usando el siguiente cálculo: 

 

Ecuación 2 Cálculo de número absoluto de las poblaciones leucocitarias en sangre 
periférica. 

 

 

 

Obtención de células PBMCS. 
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A partir del resto de sangre venosa obtenida y Solución Ficoll-Histopaque en una 

proporción de 2:1 se hizo la separación por gradiente centrifugando en tubos 

falcon a 1500 rpm por 30 minutos, se separaron la fracción correspondiente a 

PBMCS y se lavaron con PBS centrifugando a 1500 rpm 5 minutos. Todo el 

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

 

Activación de la fosforilación de STAT3. 

 

Una vez que se obtuvieron las células PBMCS se les realizó una tinción superficial 

con 3μL de anticuerpos αCD19-APC y αCD27-PE y 200 μL de RPMI, dejándose en 

incubación por una hora a 37°C, 5%CO2, en obscuridad. Transcurrido el tiempo 

se bloquearon usando 500 μL 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 citometría estériles 

identificados como: sin estímulo, 15 minutos y 60 minutos; una vez ya 

distribuidas se añadió 300μL de RPMI a cada tubo y 4 μL de IL-21r (80 ng/μL) a 

los tubos de 15 y 60 minutos. Se dejaron en incubación a 37°C 5%CO2 sus 

respectivos tiempos (cabe mencionar el tubo “sin estímulo” se dejó 15 minutos). 

Se paró la activación usando 100μL de solución fijadora al 16% de formaldehido 

por 10 minutos, se lavó usando 2 mL de PBA a 1500 rpm 5 minutos. Después, 

bajo condiciones normales se agregó 500 μL de metanol frío a cada tubo y se 

dejó incubando en hielo por 30 minutos, se lavó usando 2 mL de PBA a 1500 rpm 

5 minutos.  

Posteriormente se añadió 1.1μL de anticuerpo α-pSTAT3-PE diluido 1:10 con PBS 

1x a cada tubo, dejándose en incubación 1 hora en hielo a obscuridad. Finalmente 

se lavaron con 2mL de PBA a 1500 rpm por 5 minutos y se fijaron con 200 μL de 

solución fijadora 1% de formaldehido para ser leídas en el Citómetro de flujo. 
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Lectura en el Citómetro de Flujo. 

Se empleo el Citómetro 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 

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

 

Análisis estadístico. 

Los datos demográficos, clínicos y de laboratorio importantes se resumen para las 

variables numéricas con mediana, mínimo y máximo o media y desviación 

estándar dependiendo del tipo de distribución; en el caso de las variables 

categóricas con frecuencias y porcentajes. El fenotipo de los pacientes se resumió 

con frecuencias y porcentajes. Las comparaciones de dos grupos se realizaron 

mediante una prueba de Mann-Whitney. Los resultados se expresan con la media 

y los valores de p inferior a 0.05 se consideraron significativos. Los análisis 

estadísticos se realizaron utilizando GraphPad Prism versión 5.0 (GraphPad 

Software Inc., La Jolla, CA, EE.UU.). 
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Diagrama de flujo del protocolo de investigación 
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Figura 8 Metodología general de trabajo 
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RESULTADOS y ANÁLISIS. 

 

Características clínicas de los pacientes con IDCV. 

A  los 23 pacientes con los que se contó en este estudio se revisaron sus 

historiales clínicos con el fin de observar las condiciones en las que se 

encontraban cada uno, así como las características generales de sexo y edad. En 

la tabla 4 se enlistas los principales padecimientos hallados en la revisión así 

como su frecuencia en número y porcentaje de cada uno de los padecimientos. 

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

Tabla 4 Caracterísiticas clínicas y demograficas de los  pacientes con IDCV población de 
pacientes empleada en el estudio 

 

Característica 

(n=23) 
Frecuencia 

Femeninos 15 67% 

Masculinos 8 33% 

Media de edad 

(años) 
29 

Sinusitis 8 18% 

Neumonía 10 23% 

Bronquiectasias 4 9% 

IVRS 13 30% 

Otitis 6 14% 

Esplenomegalias 1 2% 

Linfadenopatías 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 características clínicas que 

presentó cada paciente de acuerdo al número que le fue asignado para su 

identificación (con el fin de proteger su integridad): 

Tabla 5 Manifestaciones clínicas de los 20 pacientes estudiados. Otros: manifestaciones 
neurológicas (neuropatía, convulsiones, neuroinfección), infecciones virales (herpes, 
EBV, CMV), tuberculosis, diabetes, Sx de Raynaud, Sx de Sicca, asma, anemia, 
candidiasis (1= presenta). 
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1 2 F     1                   

2 5 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 revisión de las manifestaciones clínicas, se revisaron los niveles de 

inmunoglobulinas en suero reportados por el médico en el expediente de cada 

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

Tabla 6 Niveles de inmunoglobulinas reportados en los historiales clínicos 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. 
Paciente E

d
a
d

 

S
e
x
o
 

IgG 
mg/dl 

IgM 
mg/dl 

IgA 
mg/dl 

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 correlación de las manifestaciones clínicas 

muestran que la población de pacientes usados presenta un cuadro característico 

de IDCV. 
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Análisis de gráficos de puntos para las poblaciones leucocitarias. 

 

Una vez que se tuvieron las lecturas del Citómetro de cada tinción se procedió a 

realizar el análisis de cada subpoblación empleando el programa FlowJo 7.6.2  

Para la determinación del porcentaje de linfocitos (L), monocitos (MO) y 

polimorfonucleares (PMN), se partió de la tinción de CD45 Y CD14, tomando en el 

primer plano (A) la expresión de CD45 vs granularidad (SSA), se tomó una región 

R1 la cual se analizó en un segundo plano (B) mediante la expresión de CD45 vs 

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

 

 

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

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

mostró porcentajes altos de monocitos  y 4% presentó porcentajes bajos en PMN. 

A continuación 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 describió 

anteriormente en la ecuación 2 para la obtención de valores totales: 

Tabla 7 Porcentajes y número 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.  
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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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Análisis de las poblaciones de linfocitos T, linfocitos B y células NK. 

 

Para el análisis del grafico de puntos de la tinción para células NK se partió de la 

expresión de CD45+ vs granularidad (SSA) tomando una región R1 como se 

muestra en A en la figura 10; posteriormente se hizo la determinación del 

porcentaje de células NK al medir la expresión de células CD16+56+ (sumando 

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

 

 

 

Para la determinación del porcentaje de células B y células T se partió de la 

misma forma de un primer plano A mediante la medición de la expresión de CD45 

y la granularidad correspondiente a la zona de linfocitos, posteriormente se hizo 

la separación de ambas poblaciones empleando los marcadores CD19 para células 

B (población Q1) y CD3 para las células T (población Q3), tal como se muestra en 

la figura 11. 

  

Figura 10 Análisis poblacional de células NK. Se partió de la expresión de CD45 y de 
baja granularidad correspondiente a la región de linfocitos, posteriormente en B) se 
midió la expresión de CD3 VS CD16+56, dando el porcentaje correspondiente de células 
NK la suma de los cuadrantes Q1 y Q2. 
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Figura 11 Análisis de gráfico de puntos para las células B y T partiendo de la expresión 
de CD45 y granularidad correspondiente a la zona de linfocitos en la figura A, 
posteriormente se mide la expresión 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 región 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 Análisis de gráfico de puntos para las subpoblaciones de células T CD4+ y 
CD8+. Partiendo de la expresión de CD3+ en el primer plano A) se delimitó una región 
R1 la cual se evaluó la expresión 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 determinación de la relación de 

CD4+/CD8+ con el fin de evaluar el equilibrio entre estas dos poblaciones dado a 

que es un parámetro con el fin de poder explicar algún defecto de su presente 

enfermedad. Como resultado se obtuvo que el 61% de los pacientes presentaron 

dicha relación invertida. 

En la tabla 8 se presentan los valores en porcentaje de las poblaciones de células 

T, B y NK de los 23 pacientes analizados, así como la relación 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 relación 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.  

No. 

Paciente 

E
d

a
d

 

S
e
x
o
 

CD19 % CD16+56 % CD3 % CD4 % CD8 % 
RELACION CD4+/CD8+ 

1 2 F 
1 26 74 83 8 

10.4 

2 5 F 
9 7 87 64 34 

1.9 

3 10 F 
1 8 88 35 50 

0.7 

4 13 F 
7 10 83 45 53 

0.8 

5 15 F 
22 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 17 F 
19 3 76 80 18 

4.4 

9 18 M 
16 5 70 16 81 

0.2 

10 19 M 
15 17 68 42 56 

0.8 

11 19 F 
3 23 79 72 26 

2.8 

12 29 F 
21 8 59 45 47 

1.0 

13 34 F 
18 19 66 41 54 

0.8 

14 35 M 
5 14 67 22 60 

0.4 

15 36 F 
8 9 64 62 35 

1.8 

16 37 F 
17 17 71 25 76 

0.3 

17 37 F 
20 8 70 47 47 

1.0 

18 43 M 
3 11 73 35 62 

0.6 

19 45 M 
19 17 54 60 32 

1.9 

20 49 M 
7 12 84 12 86 

0.1 

21 50 F 
11 13 77 25 72 

0.3 

22 56 F 
20 6 75 38 58 

0.7 

23 67 M 
6 6 89 18 80 

0.2 
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Para medir la proporción de células CD4+ de memoria y naive (CDR45RO y 

CD45RA respectivamente) se partió de la región correspondiente a la expresión 

de CD3 en el primer plano A, posteriormente se hizo la evaluación de la expresión 

de CD4+ tomando la población positiva para ambos marcadores (CD3 y CD4) tal 

como se muestra en B. Finalmente en el plano C se hizo la separación de ambas 

poblaciones de células T CD4 mediante la expresión de CD45RA para las células 

naive las cuales se aprecian en el cuadrante Q3 y la expresión de CD45RO para 

las células de memoria, estas se aprecian en el cuadrante Q1 de la figura 13. 

 

 

Figura 13 Análisis de gráfico de puntos para la determinación de los porcentajes de las 
poblaciones de células T CD4+ me memoria y naive. Se partió de la expresión de CD3 en 
la figura A) tomando a la región R1, posteriormente se tomó la población que 
corresponde a la región R2 (siendo positiva para CD4) en B), finalmente se obtuvieron 
las dos poblaciones de memoria y naive al medir la expresión de CD45RO (Q1) y 
CD45RA (Q3). 

 

Se hizo la determinación de células T CD4+/ CD45RA+ y T CD4+/CD45RO+ en 

14 testigos con el fin de tener un parámetro de comparación respecto a los 

porcentajes determinado en pacientes; a continuación en la tabla 9 se muestran 

los resultados:  

 

CD3 PerCP 
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Tabla 8 Valores porcentuales de células T CD45RA+ y células T CD45RO+ de los 14 
testigos. 

 

No 

testigo 
%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+/CD45RO+ de los 23 pacientes analizados, de 

los cuales el 65% presentaron valores bajos de células T CD45RA+, el 13% 

presenta valores de CD45RO+ bajos y el 48% tiene valores de CD45RO+ altos: 
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Tabla 9 Valores porcentuales de células T CD45RA+ y CD45RO+ 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 determinó.  

No. 
Paciente E

d
a
d

 

S
e
x
o
 

CD45RA 

% 

CD45RO 

% 

1 2 F 2 95 

2 5 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 50 F 1 91 

22 56 F 23 33 

23 67 M 10 44 
 

 

Teniendo estos dos grupos se realizó un análisis estadístico empleando la prueba 

U de Mann-Whitney para hacer la comparación de las dos poblaciones entre 

paciente y testigos; en la figura 14 se muestran los resultados obtenidos: 
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Figura 14 Gráfica de desviación 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 más 
bajos que los testigos. En cambio en la figura de abajo, correspondiente al análisis entre 
las células T CD4+ de memoria entre testigos y pacientes, se obtuvo una división 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 análisis de las subpoblaciones de células B, las cuales 

forman parte fundamental en el desarrollo de este trabajo. 

 

Análisis de subpoblaciones de células B. 

 

Para el análisis de subpoblaciones de B se realizaron tres tinciones para la 

cuantificación de 9 poblaciones de células B. En el primer análisis mostrado en la 

figura 15 se procedió a tomar una región R1, tal como se muestra en el plano A, 

a partir de esta región se hizo la separación 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 

población de células B doble negativas. 

 

Figura 15 Análisis de gráfico de puntos para la determinación 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 delimitó una región R1 a partir de la 
expresión de CD19 vs granularidad (SSA) correspondiente a la zona de linfocitos, 
posteriormente en el plano B) se midió la expresión de IgD vs la expresión 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 determinación del porcentaje de células B transicionales y 

plasmablastos se empleó la expresión de CD24 y CD38 como marcadores para la 

obtención de dichas poblaciones. En la figura 16 se aprecia el procedimiento 

realizado a partir de la expresión de CD19 en el plano A), a partir de ahí se 

obtuvieron ambas poblaciones en el plano B), siendo la región R2 correspondiente 

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

 

En la determinación del porcentaje de CD21bajo o CD21low se empleó como 

marcador de expresión a CD38 y CD21. Para ello se partió de un primer plano A) 

correspondiente a las células B, de ahí se procedió a la obtención de células B 

CD21bajo en el plano B) tal como se muestra en la figura 17: 
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Figura 17 Análisis del gráfico de puntos para la determinación de células B CD21low. Se 
partió de una población 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 presentó niveles 

bajos en esta población 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% presentó porcentajes bajos y un 17% porcentajes altos; en 

lo que concierne a los plasmablastos el 83% de los pacientes presentó 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 análisis de las poblaciones de CD21low y 

células B doble negativa, ya que se ha visto una relación 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, así como la clasificación 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 subpoblación y en azul los que 
están por arriba de este, los intervalos se muestran en el anexo 2. 

 

No. 
Paci
ente 

E
d

a
d

 

S
e
x
o
 

Célu
la B 
naiv
e % 

Célula 
memo
ria %  

Célula 
B 

memo
ria sin 
cambi
o de 

isotip
o % 

Célula 
B 

memor
ia con 
cambi
o de 

isotipo 
% 

Célula
s B 

doble 
negati
va% 

Célula B 
transicio
nales % 

Plasmabl
astos % 

CD2
1 

Low 
% 

Clasific
ación 

de 
Freibur

g 

1 2 F 46 35 13 22 19 <0.1 <0.1 69 2 

2 5 F 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 

5 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 2 

20 49 M 75 19 12 7 5 <0.1 <0.1 21 2 

21 50 F 86 4 3 1 11 5 <0.1 13 1B 

22 56 F 92 5 3 2 4 5 0.3 7 2 

23 67 M 86 7 2 5 6 0.2 1 1 1B 
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Análisis estadístico de subpoblaciones de células B. 

 

Mediante el uso del programa GraphPad Prism versión 5.01 se realizó el análisis 

estadístico de las poblaciones leucocitarias determinadas por citometría de flujo 

mediante la separación de los pacientes en dos grupos de acuerdo a la 

clasificación de Freiburg: sin memoria que corresponde al grupo 1A y 

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 comparación usando un grupo de 20 testigos como 

control (10 masculinos y 10 femeninos con una media de edad de 15.6 años).   

Dichos testigos se tomaron de una base de datos del la Unidad de Investigación 

de Inmunodeficiencias Primarias del INP (datos no mostrados). 

En la figura 18 se muestran los correspondientes gráficos al análisis estadístico de 

dichas poblaciones: 
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Figura 18 Gráficas del estadístico de porcentajes de subpoblaciones de células B entre 
testigos (n=20), pacientes con memoria(n=15) y sin memoria (n=8). Se empleó el 

programa GraphPad Prisma 5.01 usando la prueba U de Mann-Whitney para la determinación. A) 
Corresponde a la población 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 población de memoria total, no hubo diferencias significativas. C) Corresponde a 
la población de células B naive, se obtuvo diferencia significativa entre testigos y pacientes sin 
células B de memoria (p<0.05). D) Corresponde a la subpoblación de células B de memoria sin 
cambio de isotipo, aquí se obtuvo diferencia significativa entre el grupo testigo y los pacientes sin 
células B de memoria (p<0.05). E) Corresponde a la subpoblación 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) 
Población 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 subpoblación de células B transicionales. H) Se presenta la población 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 subpoblación 
de CD21low donde se obtuvo diferencia significativa ente el grupo testigo y los pacientes sin 
células B de memoria. 

 

 

Análisis de linfocitos T reguladores. 

Dado a que en el grupo de pacientes con IDCV existe un porcentaje de ellos que 

presentan alguna manifestación autoinmune, se analizó la población 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 obtención del porcentaje de células T regs se partió de la expresión del 

marcador CD4+ vs granularidad en un plano A), de esa región se procedió a 

seleccionar a la población R2 en un plano B) la cual corresponde a T regs. Tal 

como se muestra en la figura 19: 

 

Figura 19 Análisis de gráfico de puntos para la determinación de T regs. Se partió de 
una región CD4+ (R1) en el plano A), de esa población se midió la expresión de CD127 
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VS CD25, de la cual se obtuvo la población de células T regs (R2) cuyo fenotipo 
corresponde a CD25+/CD127. 

 

Se hizo la determinación de CD127low a partir de la población 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 determinó. 

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 basándose 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 están por debajo del promedio de referencia determinado en los 

testigos (3.8%); 

No. 
Paciente 

CD127 

low % 

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 realizó un análisis comparativo usando de igual forma la U de 

Mann-Whitney para la comparación de ambos grupos, no se obtuvo diferencia 

significativa. En la figura 20 se observa la gráfica de dispersión de datos de 

ambos grupos, la cual muestra una distribución muy amplia en el caso de los 

pacientes respecto a los testigos, los cuales se llegan a concentrar en una sola 

población. 
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Figura 20 Gráfica de dispersión de porcentajes de células CD127low en testigos (n=14) 
y pacientes con IDCV (n=23). 

 

Resultados del análisis funcional de pSTAT3. 

 

Se hizo la determinación de fosforilación de STAT3 a partir de la obtención 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 estímulo”.  

Como se muestra en la figura 21 se partió mediante la selección de una región R1 

CD19+ (plano A) de ahí se derivaron a dos planos diferentes. En el plano B se da 

la realizó la determinación de IMF de pSTAT3 en células B totales a las tres 

condiciones establecidas (sin estímulo, 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 región R2 se analizó el plano D) del cual se 

evaluó la IMF de pSTAT3 en células B de memoria en las tres condiciones 

establecidas. 

Por último a partir de la región R3 se analizó 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 realizó tanto en testigos como en pacientes con IDCV.  

 

Figura 21 Análisis de gráfico de puntos y obtención de histogramas de IMF de pSTAT3 

en condiciones de sin estímulo, 15 y 60 minutos de activación con IL-21r (80ng/µL). A) 
Se hizo el análisis partiendo de la delimitación de la región R1 correspondiente a la 
población de células B (CD19+) de ahí se deriva a los planos B)( histogramas de IMF de 
pSTAT3 en células B totales) y C) delimitación 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 

testigo 

B total B naive B memoria 

S/E 
15 

min 
60 
min 

S/E 
15 
min 

60 
min 

S/E 
15 
min 

60 
min 

1 7.64 8.52 6.53 6.75 7.98 6.18 8.78 10.4 7.58 

2 2.71 4.81 2.49 2.54 4.39 2.77 3.18 5.99 2.43 

3 3.42 30.4 4.18 2.71 5.67 2.98 5.07 46.5 6.13 

4 12.8 19.3 17.2 12.5 19.1 18.1 NA NA NA 

5 9.82 27.6 22.2 9.34 27.3 21.9 10.8 27.7 24.1 

6 9.13 17.6 7.92 7.07 15.5 6.07 10.7 18.9 9.14 

7 2.83 14.2 3.46 4.18 12.3 3.01 2.47 18.7 4.82 

8 4.83 6.18 4.11 4.76 5.91 3.54 8.05 10.2 6.61 

9 3.29 8.33 6.01 2.93 7.96 5.84 4.05 9.18 6.49 

10 4.89 9.92 2.74 4.74 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 

 

Como parte de un control se hizo un análisis estadístico empleando la prueba de 

Mann-Whitney entre los testigos comparando los diferentes tiempos entre sí en 

cada una de las tres poblaciones, esto con el fin de tener una aseguración de la 

fosforilación y desfosforilación en testigos empleados. Esto se muestra en la 

figura 22. 
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Figura 22 Gráficas 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 estímulo, no obstante en el caso de la subpoblación de 

células B de memoria, fue más 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 análisis 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. 
Paciente 

B total B naive B memoria 

S/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 

6 1.9 2.63 3.45 1.89 2.61 3.18 2.21 2.89 3.93 

7 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 gráficas de los valores promedios obtenidos de la 

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

los análisis estadísticos efectuados. 
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Figura 23 Gráficas de datos de IMF pSTAT3 de testigos y pacientes. A) Población de 

células B totales donde se obtuvo una diferencia significativa entre los grupos a los 15 
minutos  (p=0.0178). B) Población de células B naive, de igual forma se obtuvo 
diferencia significativa a los 15 minutos (p=0.0198). C) Población de células B de 
memoria. No hubo diferencia significativa en esta población. 

 

Al observar las tendencias de las gráficas obtenidas de la figura 23, si bien no hay 

diferencia significativa entre los grupos, se observó una tendencia de aumento en 

la IMF del grupo de pacientes.  
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Debido a esto se decidió analizar el patrón de fosforilación 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 fosforilación 

de STAT3, los cuales se nombraron como: 

1. Fosforilación normal. 

2. No fosforilación. 

3. Retardo. 

4. Disminución. 

5. Posible ganancia de función. 

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 tomó como 

referencia el trabajo de Ferrer (59). Los criterios de selección para cada grupo se 

muestran en la figura 24 junto con un ejemplo del patrón de fosforilación-

desfosforilación de  cada caso. 
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Figura 24 Casos propuestos para la clasificación de los pacientes a partir del patrón de 
fosforilación de pSTAT3 y sus criterios. A.  En el primer, fosforilación 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 fosforilación (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 fosforilación hasta pasado los 60 minutos después de la activación (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 (disminución) como su nombre lo indica, el valor de IMF de pSTAT3 va disminuyendo 
conforme al tiempo. E. En el caso de posible ganancia de función 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 diagnóstico. 

Es debido a esto que se planteó clasificar los resultados de pSTAT3 de los 

pacientes mediante la clasificación de Freiburg: sin memoria (pacientes del grupo 

1, n= 8) y memoria (pacientes del grupo 2, n=15), tal como se realizó en el 

análisis de subpoblaciones de células B. Esto con el fin de poder estudiar más a 

detalle los resultados obtenidos en el estudio funcional. 

En la figura 25 se muestran las gráficas de los resultados obtenidos al clasificar 

los datos mediante esta clasificación en las tres poblaciones de células B en las 

que se realizó el estudio funcional de pSTAT3. De igual forma que en las 

subpoblaciones de células B, se realizó un análisis estadístico entre los grupos en 

las diferentes condiciones (S/E, 15 y 60 minutos). Los resultados mostraron una 

diferencia únicamente en la población 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 Gráficas de los resultados promedio de pSTAT3 clasificados de acuerdo a los 
criterios de Freiburg: memoria para las gráficas en azul (n=15) y sin memoria para las 
gráficas en verde (n=8); el grupo testigo está representado en morado (n=10). La 
diferencia significativa obtenida al realizar el análisis estadístico fue en la gráfica 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 recopilación de las manifestaciones clínicas 

de los pacientes estudiados (tabla 4), se planteó 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 planteó en el gráfico 

de la figura 21, tratar de profundizar en los resultados obtenidos del estudio 

funcional de STAT3, con el fin de obtener mayor correlación de los datos y 

posibles defectos en la vía. 

En la figura 26 se muestran las gráficas obtenidas de la clasificación de los datos 

de acuerdo a lo mencionado anteriormente en cada una de las tres poblaciones 

de células B en las que se analizó 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 Gráficas 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 gráfica A) se representa el análisis comparativo 
en la población de células B totales, teniendo una diferencia significativa (p=0.0155) 
entre los grupos de testigo y autoinmunidad a los 15 minutos. En la gráfica B) se obtuvo 
otra diferencia significativa en la población de células B naive entre los grupos de 
testigo y autoinmunidad a los 15 minutos. En la gráfica C) se muestran los resultados 

obtenidos en la subpoblación de células B de memoria. 
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Por último, se hizo la revisión de la frecuencia de manifestaciones autoinmunes 

en cada uno de los casos de patrón de fosforilación propuestos anteriormente. 

Dentro del grupo de fosforilación 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 fosforilación (n=3) 

y disminución (n=3) cada grupo presentaba dos pacientes con dichas 

manifestaciones. En el caso del patrón de posible ganancia de función (n=5) tres 

de los pacientes con este patrón presentaban dichas manifestaciones. Los 

resultados se ejemplifican en la figura 27.  

 

Figura 27 Frecuencia pacientes con manifestaciones autoinmunes en los diferentes 

patrones de fosforilación propuestos. Normal: 1/9, Retardo 0/3, No fosforilación 2/3, 
Disminución 2/3 y Posible GOF 3/5. 
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DISCUSIÓN 

 

En este trabajo de investigación se trabajo con pacientes con IDCV, la cual, se 

caracteriza por presentar una baja concentración de de inmunoglobulinas séricas 

y un cuadro muy heterogéneo de manifestaciones clínicas que van desde 

infecciones en las vías del tracto respiratorio, autoinmunidad y cáncer (35). Al 

tener una gran variabilidad en las manifestaciones clínicas, por esta razón se les 

ha realizado muchos estudios a estos pacientes. 

El objetivo en este trabajo es hacer un estudio funcional de la vía IL-21/STAT3, 

por medio de la fosforilación de STAT3,  con el fin de correlacionarlo al  

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

Se trabajaron 23 pacientes en este trabajo; se tuvieron 15 femeninos y 8 

masculinos; en cuanto a las manifestaciones clínicas presentaron una 

predisposición alta a neumonía, otitis, neumonías, bronquiectasias, IVRS y 

autoinmunidad; y en menor frecuencia esplenomegalias, linfadenopatías, IVU, 

granulomas, padecimientos en el tracto gastrointestinal. Dichos pacientes tienen 

una gran variabilidad en sus manifestaciones clínicas, lo cual es característico de 

la enfermedad al ser reportada en otras cohortes de pacientes con IDCV 

estudiadas (36).  

Los pacientes empleados cubren los criterios de inclusión 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 estándar. La 

concentración de inmunoglobulinas de cada paciente se encontró en niveles bajos 

de acuerdo al grupo de edad. 

Con la citometría 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 número absoluto disminuido de leucocitos totales y 
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linfocitos totales. Solo un bajo porcentaje de pacientes (6%) tuvo una 

disminución de la población de neutrófilos. En otras cohortes de pacientes 

estudiadas se ha visto pacientes que tienen un bajo número de linfocitos totales, 

tanto en porcentajes como en números absolutos. Esto se ve reflejado en una 

disminución de sus leucocitos totales (38, 39). Esta disminución puede deberse a 

las constantes infecciones que los pacientes padecen, así como la perdida de la 

homeostasis inmunológica que afecta la diferenciación de los linfocitos y la 

alteración de los tejidos linfoides donde realizan sus funciones efectoras. 

En cuanto al análisis fenotípico 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 

más 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 número(43).  

La mayoría 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 proteínas que están involucradas en la 

diferenciación de las células B en los órganos linfoides secundarios. Como 

consecuencia un gran porcentaje de las células B se van a apoptosis y no pueden 

terminar su diferenciación a células plasmáticas. Por lo que concierne al bajo 

porcentaje de células NK no se sabe tiene aún 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 afectación 

en esta población determina que los pacientes tengan más complicaciones 

infecciosas con microorganismos oportunistas (41, 44). En nuestra cohorte de 

pacientes un porcentaje importante presenta una disminución en esta población. 
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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 habrá un defecto en las poblaciones de 

células B al no haber una diferenciación completa, lo cual se verá reflejado en un 

fenotipo clínico de IDCV. Es por ello que en este trabajo se analizaron las 

subpoblaciones de células T colaboradoras, mediante la determinación de células 

T cooperadoras naive y células T cooperadoras de memoria.  

En el análisis estadístico 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 últimos años, se ha estudiado fenotípicamente 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 clínicas graves como procesos auto-inflamatorios, 

esplenomegalia y autoinmunidad. Hay estudios que concluyen estos fenómenos 

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 secreción de inmunoglobulinas. Desde el 2000 se sabe que la mayoría de los 

pacientes con IDCV tienen una bajo porcentaje de células B de memoria, lo cual 

correlaciona con  manifestaciones clínicas graves. 

Ahondando en las subpoblaciones de células B y al ser esta la población de 

células de mayor interés en este trabajo, se decidió llevar a cabo la clasificación 

de los pacientes de acuerdo al criterio de Freiburg basándose 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 clasificación es muy útil, 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, además de permitir un 

análisis más óptimo (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 clasificación de Freiburg y 

un grupo de testigos para los resultados de las poblaciones de células B. Mediante 

el análisis estadístico 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 fenotípicas 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 característico 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 cáncer de 

pulmón (51); dentro de los pacientes estudiados, se tiene un total de 8 que 

presentan alguna manifestación autoinmune, lo cual sustenta los resultados 

obtenidos en el análisis.  
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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 difícil que se lleve a cabo la diferenciación hasta célula plasmática, 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 más las manifestaciones autoinmunes en los 

pacientes con autoinmunidad, se realizó la determinación de la expresión de las 

células T reguladoras (Treg) en todos los pacientes. El 56% de los pacientes tiene 

un decremento en la expresión de las células Treg y estos datos correlacionan con  

los pacientes con manifestaciones autoinmunes (datos no mostrados).  

Se realizó un análisis estadístico de las poblaciones de las células Treg y los 

hallazgos encontrados con la pSTAT3; no existió correlación (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 manifestación autoinmune.  

Con la cohorte de pacientes empleada se hizo un estudio funcional de la 

fosforilación de STAT3 mediante la activación con IL-21r en células B naive y 

memoria mediante la técnica de citometría de flujo; se midió la fosforilación en 

dos tiempos 15 y 60 minutos con el fin de ver la activación de STAT3 máxima, 

por medio de la fosforilación del residuo Y705; este pico de máxima fosforilación 

se da  los 15 minutos y a los 60 minutos hay una desfosforilación donde STAT3 

regresa a su estado de inactivación 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 generación 

de células plasmáticas al realizar a cabo la fosforilación de dicha proteína. En este 
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caso se observó que sí existe diferencia en el comportamiento en los pacientes 

con IDCV, para ahondar más en ello se analizaron cada uno de los 

comportamientos de fosforilación de cada paciente, de los cuales se obtuvieron 5 

patrones: fosforilación normal (9 pacientes), no fosforilación (3 pacientes), 

retardo (3 pacientes), disminución (3 pacientes) y posible ganancia de función (5 

pacientes).  

Se concluyó que los pacientes con fosforilación normal  y pacientes con retardo 

en la fosforilación; son los que presentan menos manifestaciones autoinmunes; 

mientras que los pacientes con anormalidades en la fosforilación  presentan 

mayor prevalencia de manifestaciones autoinmunes. Esto se debe corroborar 

aumentando la cohorte de pacientes; ya que al subdividirse esta cohorte 

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

Al realizar  el análisis 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 fosforilación a los 15 

minutos, comparándolos con los testigos. También hubo un patrón igual en las 

células B naive de los pacientes. En cambio, en las células B de memoria de los 

pacientes no existió 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 existió una diferencia significativa en la 

población de células B totales, donde existió una reducción de la fosforilación en 

los pacientes con IDCV y sin células B de memoria.  

Milner et. al. (32) menciona en su trabajo la relación que hay en los pacientes con 

alguna manifestación autoinmune y ganancia de función en STAT3, por ello se 

planteó realizar la clasificación de los pacientes con base en las manifestaciones 

autoinmunes (presentes n=8, ausentes n=15). Una vez realizado en análisis 

estadístico se observó 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 encontró que los pacientes con IDCV con manifestaciones autoinmunes tiene 

una reducción de la fosforilación de STAT3 a los 15 minutos, en las poblaciones 

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

Los hallazgos del análisis funcional de pSTAT3 arrojó conclusiones importantes; 

en primer lugar, al comparar pSTAT3 entre testigos y todos los pacientes se vio 

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

Cuando se dividieron los pacientes en los que tienen células B memoria y los que 

no; se encontró 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  último, en el análisis  comparativo entre testigos y pacientes con 

autoinmunidad y sin autoinmunidad, se encontró 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 vía IL21/STAT3. Estos pacientes tienen defectos en la 

diferenciación  de la célula B naive a célula B de memoria, lo cual, se traduce en  

problemas durante la activación de la vía, lo que lleva a la formación deficiente 

del centro germinal en los folículos primarios,  y como consecuencia, un bajo 

número de células B de memoria en sangre periférica.  

Así 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 mayoría de estos pacientes son los que presentan un bajo 

porcentaje de células B de memoria. 

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

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

proteínas y verificar si existe un defecto molecular. 

 

CONCLUSIONES 

*Los pacientes más afectados en la vía de señalización de pSTAT3 son aquellos 

que presentan un bajo porcentaje de células B de memoria, los cuales a su vez en 

su mayoría son aquellos que presentan alguna autoinmunidad.  

*La determinación de la fosforilación de STAT3 puede ser empleada como un 

parámetro en la determinación de afecciones en el inicio de la vía de señalización 

de IL-21/STAT3 en pacientes con IDCV. 

 

PERSPECTIVAS 

 

*Este trabajo de investigación trata de seleccionar a posibles pacientes que 

puedan tener alguna afección es esta vía, para que en un futuro sean candidatos 

al estudio molecular.  

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

ganancia de función en la fosforilación de la STAT3. 

*Complementar con otros estudios funcionales y moleculares que ayuden a 

complementar el estudio de la vía de señalización IL-21/STAT3 para determinar si 

existen posibles defectos en los pacientes con IDCV. 
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Tabla 15 Intervalos de referencia de leucocitos totales de acuerdo a la edad y al sexo. 

 

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

 

Margarita
Texto escrito a máquina
 1. Valores de referencia 
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Tabla 17 Intervalos de referencia de poblaciones de células B, subpoblaciones de 
células T y NK en valores porcentuales. 

 

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

T cell population  Reference range 

CD4+ CD45RO+ of CD4+ T 

cells 

CD4+ memory T cells 29-63% 

CD4+ CD45RA+ of CD4+ T 

cells 

CD4+ naïve T cells 32-73 % 

CD4+ CD45RO+ CD127low 

CD25+ of CD4+ of T cells 

T reg 1.4-5.1 % 
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Tabla 19 Intervalos de referencia de subpoblaciones de células B de acuerdo a la edad 
(valores porcentuales). 

 

Tabla 20 Intervalos de referencia de inmunoglobulinas en suero. 

 

 

2. Citometría de flujo 

 

Es un método analítico que permite medir múltiples parámetros de células o 

partículas suspendidas, tales como tamaño, forma, complejidad, intensidad 

relativa de fluorescencia y algún componente celular o función que pueda ser 

marcada por un fluorocromo. Dentro de sus aplicaciones en la inmunología se 

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

otros síndromes que permiten dar un entendimiento y diagnósticos de estas (28) 

Su funcionamiento consiste en la inyección de la suspensión celular a través de 

un capilar el cual es incidido por un rayo láser, una vez que tiene contacto con 

una célula la luz de excitación sale hacía los lados y adelante lo cual genera una 

señal que se traduce en información, tal como tamaño, complejidad y morfología; 

además si esta es marcada por un fluorocromo la luz fluorescente se procesa y 

permite la separación de subpoblaciones seleccionadas. 

El equipo se compone de tres sistemas: flujo, óptica y electrónica. El sistema de 

flujo introduce y restringe a las células para su análisis individual, el sistema 

óptico excita la muestra y colecta las señales de luz que refleja las células y el 

sistema electrónico convierte la señal óptica en una señal electrónica la cual es 

digitalizada para su análisis por computadora. Se compone de cinco unidades 

principales: una fuente de luz (lámpara de mercurio ó láser), flujo celular 

regulado, unidades de filtros ópticos para la detección de longitudes de onda 

específica, fotomultiplicadores para la amplificación de la señal y una unidad de 

operación y procesamiento de datos  (29). 
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Figura 28 Esquematización de la composición de la citometría de flujo. (30) 

 

 
 

 

3. Preparación de reactivos 

 

*PBS (10X) 

80 g NaCl 

2.0 g KCl 

11.5 g Na2HPO4 
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2.4 g KH2PO4 

Agua Milli Q cbp 1L 

 

 

 

*PBS (1X)  

Se realizó una dilución de PBS 10X 1:10 usando agua Milli-Q. 

*PBA: 

0.5 g albúmina sérica bovina  

PBS 1X cbp 100 mL 

 

*Solución fijadora 1% 

1mL paraformaldehído 

PBS 1X cbp 100 mL 

 

*Solución fijadora 16% 

16 mL paraformaldehído 

PBS 1X cbp 100 Ml 

 

*Solución de Turk:  

3.0 mL ácido acético glacial 

2 gotas de azul de metileno 

Agua destilada cbp 100 mL 

 

 

4. Foros de participación 
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El presente trabajo fue premiado con el 1er. Lugar en la presentación de trabajos 

libres durante la realización de este Simposio. 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Justificación
	Hipótesis   Objetivos
	Material y Métodos
	Resultados y Análisis
	Discusión
	Conclusiones   Perspectivas
	Bibliografía
	Anexos



