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Introduccion. La inmunodeficiencia comun variable es un sindrome heterogéneo caracterizado por
infecciones recurrentes, hipogammaglobulinemia y produccién deficiente de anticuerpos especificos.
Las anormalidades en subpoblaciones de linfocitos en sangre periférica, particularmente de linfocitos
B, permiten la clasificacién de los pacientes en grupos homogéneos.

Objetivo. Caracterizar clinica e inmunolégicamente los linfocitos B vy tipificar sus subpoblaciones
en doce pacientes colombianos con inmunodeficiencia comun variable, para clasificarlos en grupos
homogéneos.

Materiales y métodos. Se revisaron las historias clinicas de los pacientes y se evaluaron las
inmunoglobulinas séricas, la proliferacion de linfocitos y la hipersensibilidad retardada, asi como las
subpoblaciones de linfocitos y de linfocitos B mediante citometria de flujo.

Resultados. Todos los pacientes presentaron infecciones respiratorias o gastrointestinales recurrentes
y, algunos, infecciones en otros sistemas. Ademas, todos presentaban disminuciéon de la IgG, en
tanto que la IgA y la IgM fueron bajas en nueve y diez pacientes, respectivamente. En todos hubo
disminucion de la proliferacién de linfocitos inducida por mitdégenos, pero fue normal frente a antigenos
especificos. La tipificacion de subpoblaciones revel6 valores elevados de linfocitos T en tres pacientes;
siete presentaron disminucion en la relacién CD4+/CD8+ y, cuatro, linfocitos NK bajos. El conteo de
linfocitos B fue normal en once pacientes, ocho de los cuales presentaron linfocitos B de memoria bajos,
en tanto que cuatro presentaron aumento de linfocitos B de transicién o de linfocitos B CD21'"v,
Conclusiodn. La tipificacion de subpoblaciones de linfocitos solo permitié asignar a 11 de los pacientes
a grupos homogéneos segun los esquemas de clasificacion internacionales, lo que indica la necesidad
de agregar mas criterios hasta lograr una clasificacién ideal. Este estudio permitira establecer mejores
seguimientos médicos para pacientes con inmunodeficiencia comun variable en grupos con alto riesgo
de desarrollar complicaciones clinicas.

Palabras clave: inmunodeficiencia variable comun, inmunoglobulinas, proliferacién de la célula,
linfocitos B, células precursoras de linfocitos B, subgrupos linfocitarios, memoria inmunolégica,
citometria de flujo.
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Common variable immunodeficiency: Clinical and immunological characterization of patients
and homogeneous subgroup definition by means of B lymphocyte subpopulation typing

Introduction: Common variable immunodeficiency is a heterogeneous syndrome characterized
by recurrent infections, hypogammaglobulinemia and defective production of specific antibodies.
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Abnormalities in peripheral blood lymphocyte subpopulations, in particular of B lymphocytes, allow
the classification of patients into homogeneous groups.

Objective: To perform a clinical and immunological characterization and to evaluate lymphocyte
subpopulations of twelve Colombian patients with common variable immunodeficiency in order to
define homogeneous groups.

Materials and methods: We reviewed medical records and evaluated serum immunoglobulins (lg),
lymphoproliferation, delayed hypersensitivity and used flow cytometry to quantify peripheral blood total
lymphocyte and B cell populations.

Results: All patients had recurrent respiratory and/or gastrointestinal infections, while some also had
infections affecting other systems. All patients had abnormally low serum IgG levels, while IgA and IgM
levels were reduced in nine and ten patients, respectively. Lymphoproliferation to mitogen was lower
in patients than in healthy controls but lymphoproliferation to specific antigen was normal in all. Flow
cytometry revealed high numbers of T cells in three patients, while seven had a low CD4+/CD8+ ratio
and four had reduced NK cells. Eleven patients had normal B cell counts, and eight of them also showed
decreased memory B lymphocytes, and four had increased transitional or CD21'" B lymphocytes.
Conclusion: Lymphocyte typing allowed assigning all but one patient to homogeneous groups
according to international classification schemes, indicating the necessity of including more criteria
until an ideal classification is achieved. This study will lead to a better medical monitoring of common
variable immunodeficiency patients in groups at high risk of developing clinical complications.

Key words: common variable immunodeficiency, immunoglobulins, cell proliferation, B-lymphocytes;
precursor cells, B-lymphoid; lymphocyte subsets; immunologic memory; flow cytometry.
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La inmunodeficiencia comun variable (MIM#240500)
es la inmunodeficiencia primaria sintomatica mas
frecuente en humanos, con prevalencia de 1 por
cada 10.000-50.000 nacidos vivos, y afecta por
igual a ambos sexos, generalmente durante las
tres primeras décadas de la vida (1,2). Mientras la
mayoria de casos son esporadicos, 20 a 25 % tiene
presentacion familiar con patrones de herencia
autosémica dominante o recesiva (1). Esta condi-
cion se caracteriza por infecciones bacterianas
recurrentes de las vias respiratorias superior e
inferior y del tubo digestivo, mayor predisposicion a
manifestaciones de tipo autoinmunitario, inflamacién
crénica del tubo digestivo, lesiones granulomatosas
del tipo de la sarcoidosis, y mayor incidencia de
neoplasias hematolégicas y cancer (1,3,4).

El principal defecto inmunitario en lainmunodeficien-
cia comun variable es la hipogammaglobulinemia
con disminucion de los niveles séricos de IgG, IgA
y, ocasionalmente, de IgM (1). No obstante, se han
descrito multiples anormalidades inmunitarias tales
como hipertrofia del tejido linfoide, esplenomegalia
(1,3,4), respuesta linfoproliferativa e hipersensi-
bilidad retardada normales o ausentes, ausencia
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de isohemaglutininas séricas y respuesta deficiente
de los anticuerpos a las vacunas proteicas y de
polisacaridos (5,6). Aunque en la mayoria de los
pacientes el nimero total de linfocitos en sangre
periférica suele ser normal o estar levemente
disminuido, entre 5 y 10 % de ellos presentan
linfocitos B CD19+ <1 % (7,8).

En la inmunodeficiencia comun variable se han
descrito multiples alteraciones en la respuesta
inmunitaria que comprometen la funcién, la acti-
vacion y la diferenciacion de los linfocitos (9-11).
Especificamente en los linfocitos B, se han descrito
defectos en el cambio de isotipo, la maduracion
de la afinidad, la generacion de memoria y la
diferenciacion terminal de células plasmaticas,
entre otros. De forma similar, en los linfocitos T se
han descrito alteraciones en las subpoblaciones y
la activacioén celular, la sefalizacion del receptor del
linfocito T, la produccién de ciertas citocinas, mayor
numero de linfocitos T CD8+CD28- y aumento de su
actividad supresora, menor nimero de los linfocitos
T reguladores CD4+CD25"Foxp3+ y disminucién en
la relacion CD4+/CD8+ (<1). Mas aln, se ha descrito
aumento de la apoptosis en los linfocitos B y T, asi
como defectos en la expresion y funcién de algunas
moléculas coestimuladoras, entre otros (9-11).

Toda esta variabilidad en los hallazgos clinicos y
de laboratorio, reflejan una amplia heterogeneidad
en estos pacientes (6), lo que ha dificultado la
identificacion de los defectos genéticos subyacen-
tes en este sindrome. De todas maneras, hasta
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ahora se han descrito mutaciones asociadas
a la inmunodeficiencia comun variable, en los
siguientes genes: ICOS (Inducible CO-Stimulator)
(12,13), TACI (Transmembrane Activator and
Calcium-modulating cyclophilin ligand —CAML—
Interactor) (14-18), CD19 (Artac H, Reisli |, Kara
R, Adin Cinar S, Pico-Knijnenburg |, Pekcan S,
et al. Consequences of heterozygous loss of
CD19 expression. Xlllth Meeting of the European
Society for Immunodeficiencies. Abstract #P135.
Clin Exp Immunol. 2008;154(S1):95) (19-21), y
BAFF-R (B-cell activating factor receptor) (22).
Recientemente, se reportaron pacientes con cua-
dros clinicos similares a los de esta condicidn,
con mutaciones en los genes CD81, CD21, CD20,
CD27 y LRBA (Lipopolysaccharide Responsive
Beige-like Anchor protein) (23-27). Sin embargo,
las mutaciones en estos genes explican menos
del 15 % de los casos.

En el proceso de desarrollo, maduracion, respuesta
especifica de antigeno y diferenciacién terminal,
los linfocitos B se caracterizan por la expresion de
diversas moléculas de membrana que acompafnan
la expresion del receptor especifico para el anti-
geno (B-cell Receptor, BCR). En sangre periférica,
los linfocitos B virgenes convencionales son
los CD19+CD10°*CD21-IgM++IgD+, los cuales,
al comenzar a circular de nuevo por los tejidos
linfoides (principalmente el bazo), adquieren un
fenotipo intermedio (linfocitos B de transicion,
CD19+CD21""*IgM++IgD'"*w*CD24++CD38++)
antes de convertirse en linfocitos B maduros: CD19+
CD21+ IgM+IgD++ (28,29). Durante la respuesta
especifica de antigeno, los linfocitos B pueden
diferenciarse en células plasmaticas de larga vida
productoras de anticuerpos (inmunoglobulinas,
Ilg) o en linfocitos B de memoria que, en su
mayoria, expresan el antigeno CD27 (30,31). De
esta manera, los linfocitos B IgM+IgD+CD27- se
consideran primordialmente virgenes, mientras
que los CD27+ se denominan ‘de memoria’ y se
subdividen en linfocitos B CD27+IgM+IgD+ (de tipo
zona marginal que no hacen cambio de isotipo) y
los linfocitos B CD27+IgM-IgD- (que hacen cambio
de isotipo) (32).

En la inmunodeficiencia comun variable se han
descrito anormalidades en la distribucién de las
subpoblaciones de linfocitos B (33-37), lo que ha
llevado a proponer su evaluacion sistematica en
sangre periférica mediante citometria de flujo,
herramienta que permite una rapida tipificacion
y clasificacién de los pacientes en subgrupos

Tipificacién de subpoblaciones de linfocitos B

homogéneos y su correlacion con el riesgo de
ciertas complicaciones (33,38-40). En el 2008,
en ocho centros europeos se evaluaron 303
pacientes con esta condicién y se propuso una
nueva clasificacion (EUROclass), con base en
las subpoblaciones de linfocitos B , inmaduros, de
transicién y de memoria (40).

Asi, segun el numero total de linfocitos B, los
pacientes se dividen en dos grupos: grupo B-, es
decir, pacientes con <1 % de linfocitos B, y grupo
B+, es decir, aquellos con >1 %. El grupo B+ se
divide segun el porcentaje de linfocitos B que han
hecho cambio de isotipo: <2 % (switched memory,
smB-) 0 >2 % (smB+). A su vez, estos subgrupos
se dividen segun si el porcentaje de los linfocitos B
CD21- es elevado (>10 %, grupos smB- 21"° 0 smB+
21°), o0 si es normal (<10 %, grupos smB- 21m™ g
smB+ 21°™); también, se pueden clasificar en smB-
Tr", cuando hay aumento de los linfocitos B de
transicién (>9 %) o smB- Tro™, cuando estan en el
nivel normal (<9 %). Este esquema de clasificacion
permite evaluar el riesgo de algunas complica-
ciones en la inmunodeficiencia comin variable
(por ejemplo, mayor incidencia de esplenomegalia
y enfermedad granulomatosa en los smB-, smB-21"
y smB+21) (40), y podria facilitar la identificacion
de los defectos genéticos y moleculares asociados
a este sindrome.

El objetivo del presente estudio fue establecer las
caracteristicas clinicas e inmunolégicas de doce
pacientes colombianos con inmunodeficiencia
comun variable, asi como la tipificacion de subpo-
blaciones de linfocitos B en sangre periférica
mediante citometria de flujo, con el fin de asignarlos
a los diferentes grupos de acuerdo con la clasifica-
ciéon europea propuesta en el 2008.

Materiales y métodos
Tipo de estudio y poblacion

En el presente estudio se describieron 12 pacientes
con inmunodeficiencia comun variable y 24 indi-
viduos sanos que participaron voluntariamente y de
conformidad con las normas del Comité de Bioética
de la Sede de Investigacion Universitaria de la
Universidad de Antioquia en Medellin, Colombia.

El diagnéstico de la inmunodeficiencia comun
variable se establecié con base en los criterios
de la European Society for Immunodeficiencies
(ESID) (www.esid.org) (41). Se excluyeron otras
causas conocidas de hipogammaglobulinemia
y de inmunodeficiencia secundaria en todos los
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pacientes (42). Ademas, en los pacientes 1 a 8 se
descartaron previamente mutaciones en los genes
ICOS y TACI mediante secuenciacién del ADN
gendmico (13,16).

En el momento del estudio, todos los pacientes
recibian tratamiento de reemplazo con gammaglo-
bulina humana intravenosa (400-600 mg/kg al
mes). Los controles incluyeron individuos sanos
con edad y sexo similares a los de los pacientes y
sin evidencia clinica o antecedentes de infeccion
recurrente, alergia, enfermedad autoinmunitaria o
cancer. La mayoria de los pacientes y controles
habian recibido la vacuna de DPT en la nifiez y
presentaban cicatriz por inmunizaciéon con BCG.
Esta informacién se obtuvo de los registros de vacu-
nacion o por el propio reporte de los participantes.

Los niveles de las inmunoglobulinas séricas en
el momento del diagnéstico, y los datos clinicos y
epidemioldgicos obtenidos de las historias clinicas,
incluyeron el sexo, la edad de inicio del sindrome,
la edad de diagndstico, el tratamiento, la historia de
infecciones, el tipo de caso (esporadico o familiar),
la clase y la localizacion de las infecciones, las
enfermedades asociadas y la supervivencia desde
el diagnéstico.

Aislamiento de células mononucleares de
sangre periférica

La separacion de las células mononucleares de
sangre periférica se hizo a partir de sangre venosa
periférica extraida en heparina con medio de
separacion de linfocitos (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO) a 500g durante 30 minutos y a temperatura
ambiente. Posteriormente, las células se lavaron
con RPMI 1640 (Sigma) a 325g durante 10
minutos a temperatura ambiente y se evalué su
viabilidad (>97 %) y su nimero mediante exclusion
con azul de tripano (Sigma-Aldrich).

Respuesta de proliferacion de las células
mononucleares de sangre periférica inducida
por mitbgenos y antigenos especificos

Las células mononucleares de sangre periférica de
pacientes y controles, se cultivaron por triplicado a
2 x 105 células por pozo en RPMI 1640 con suple-
mento de L-glutamina (Sigma-Aldrich) y 10 % de
plasma autélogo (inactivado a 56 °C durante 60
minutos) en platos de cultivo de 96 pozos con fondo
en “U” (BD Bioscience, San Diego, CA).

Para las estimulaciones, se empled candidina en
diluciones de 1:1000 y 1:2000 (Greer Laboratories,
Lenoir, NC), toxoide tetanico en diluciones de
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1:200 y 1:400 (Aventis Pasteur, Toronto, Canadd),
o 5 pg/ml y 10 pg/ml de fitohemaglutinina
(phytohemagglutinin, PHA) (Sigma).

Las células se incubaron a 37 °C en atmésfera con
5 % de CO, y se pulsaron a las 72 horas (cultivos
con PHA) o a las 120 horas (cultivos con candidina
o toxoide tetanico) con 1 pCi por pozo de °[H]-
timidina (MP Biomedicals Inc., Irvine, CA) y se
incubaron durante 20 horas adicionales.

Finalmente, las células se recogieron en filtros
de papel (Packard-PerkinElmer, Boston, MA) con
un recolector de células (Inotech, Rockville, MD),
se colocaron en platos de lectura (OmniFilter
microplate, PerkinElmer, Boston, MA) y luego se
agregaron 25 pl de cdctel de centelleo/vial (Ultima
Gold, PerkinElmer), y se determind la incorporacion
del isétopo radioactivo en un contador de centelleo
(Plate Chameleon, Hidex, Finlandia).

Los resultados se presentan como indices de
proliferacién correspondientes a la proliferacion
de las células estimuladas, comparada con la pro-
liferacion observada en las células sin estimulo
(cuentas por minuto [cpm] de células estimuladas/
cpm de células sin estimulo).

Evaluacion de la hipersensibilidad retardada

En la superficie anterior del antebrazo, se aplicd por
via intradérmica 0,1 ml de un extracto de Candida
albicans en dilucién de 1:10 (Greer Laboratories)
o 5 unidades de derivado proteinico purificado
de tuberculina (Purified Protein Derivative, PPD,
Mantoux-Tubersol, Aventis Pasteur, Toronto,
Canadd). A las 72 horas se determiné el diametro
de la induracion alrededor del sitio de aplicacién y
la prueba se consideré positiva cuando el area de
induracién fue de 5 mm o mayor.

Enriquecimiento de los linfocitos B

La sangre venosa periférica, anticoagulada con
citrato de sodio, se centrifugd a 375g durante
10 minutos a 20 °C para obtener la capa rica en
leucocitos, la cual se diluyo en PBS 1X (Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline, DPBS, Sigma-Aldrich)
con 0,6 % de citrato de sodio (Sigma-Aldrich) y
0,1 % de albumina sérica humana (Sigma-Aldrich),
y se separaron las células mononucleares de
sangre periférica con medio de separacion de
linfocitos a 350g durante 20 minutos a 20 °C. Las
células se lavaron con PBS con 0,1 % de albumina
sérica humana y con 0,6 % de citrato de sodio a
200g durante ocho minutos a 4 °C, y se establecio
su numero y viabilidad (>98 %).
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Diez millones de células mononucleares de sangre
periférica se resuspendieron en PBS con 0,1 % de
albumina sérica humana y con 20 pl de la mezcla
de anticuerpos (de raton) del kit de seleccion
negativa (anti-CD2, CD3, CD7, CD14, CD16,
CD56 y CD235a, Dynal Biotech, Brown Deer, WI),
se incubaron durante 20 minutos a 4 °C y luego
se lavaron con PBS con 0,1 % de albimina sérica
humana a 500g durante ocho minutos a 4 °C y se
mezclaron con 1 ml de una dilucién de 1:10 de
esferas magnéticas (Depletion Dynalbeads, Dynal
Biotech) cubiertas con anticuerpos IgG4 humanos
especificos para la porcién Fc de la IgG de raton.

Posteriormente, las células se incubaron durante
15 minutos a 2-8 °C y 25 rpm en un mezclador-
rotador (RKDynal, Dynal Biotech), para después
exponerlas a una columna magnética concentra-
dora de particulas (Dynal MPC-L, Dynal Biotech)
durante dos minutos. Se extrajo el sobrenadante
rico en linfocitos B y se repitié la incubacién con
una nueva suspensién de esferas magnéticas para
incrementar la pureza.

Por ultimo, se determinaron la viabilidad (>97 %)
y el numero de linfocitos B por exclusion con azul
de tripano, y se evaluo la eficiencia de la seleccion
mediante citometria de flujo para linfocitos B CD19+
(pureza >85 %).

Determinacion de la subpoblacion total de
linfocitos en sangre periférica o de linfocitos B
enriquecidos

A partir de sangre venosa periférica anticoagulada
con acido etilen-diamino-tetraacético (EDTA), se
tomaron 100 pl y se agregaron 20 pl de cada uno
de los siguientes anticuerpos monoclonales mar-
cados con fluorocromos o sus isotipos respectivos:
CD3, CD4, CD8, CD16, CD19, CD21, CD24,
CD27, CD38, CD56, IgD e IgM (BD Biosciences
0 eBioscience Inc., San Diego, CA). Las células
se incubaron con los anticuerpos durante 20
minutos a temperatura ambiente en la oscuridad
y después con solucion de lisis de glébulos rojos
(BD Bioscience) durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, las células se lavaron
dos veces con PBS y se fijaron en solucién de
paraformaldehido al 2 % (Sigma-Aldrich). Cuando
las tinciones se hicieron directamente en linfocitos
B enriquecidos, estos se volvieron a suspender
en PBS 1X con 0,1 % de azida de sodio (Sigma-
Aldrich) y 1 % de SBFI (suero bovino fetal inac-
tivado) (BioWhittaker®, Walkersville, MD) y pH de
7,4, se incubaron con los anticuerpos de interés

Tipificacién de subpoblaciones de linfocitos B

durante 20 minutos a temperatura ambiente vy,
posteriormente, se lavaron y se fijaron en solucion
de paraformaldehido al 2 %.

La lectura se hizo en un citdmetro de flujo equipado
con un laser de argén de 488 nm (FACScan™,
BD Bioscience). Cada ensayo incluyé los con-
troles de isotipo respectivos (IgG1-FITC, IgG1-PE,
IgG1-PE-Cy5, BD Bioscience). El analisis de las
subpoblaciones se hizo con el programa FlowJo,
versiones 7.8 y 8.0 para Macintosh (Tree Star, Inc.,
Ashland, OR).

Analisis estadisticos

Los resultados de las variables continuas (clinicas)
se presentan en forma de frecuencias absolutas
y relativas. Para el analisis de los resultados de
proliferacion de linfocitos, se compararon los
grupos mediante la prueba de Mann-Whitney v,
para el analisis de la hipersensibilidad retardada,
se aplico la prueba exacta de Fisher, siendo
significativo un valor de p<0,05 en ambos casos.
Ademas, a las subpoblaciones de linfocitos B de
los controles se les determind la media + 2 DE
(desviacion estandar). Los andlisis estadisticos se
hicieron mediante los programas GraphPad Prism,
version 5.00 (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA), e Epi Info 6.04 (Centers for Disease Control
and Prevention, Atlanta, GA).

Resultados
Hallazgos clinicos

En los doce pacientes estudiados (7 mujeres y
5 hombres) con diagnéstico clinico de inmuno-
deficiencia comun variable, se observaron dos
intervalos de inicio de la enfermedad: en la infancia
(3a14anos)yenlaadultez (18a71 afios). En cuanto
a posible segregacion familiar, los pacientes 7 y 8
eran primos hermanos, mientras que el paciente
12 era hijo de padres consanguineos (primos
terceros) y tuvo una hermana con antecedentes de
hipogammaglobulinemia y enfermedad diarreica
que murio a los tres anos de edad.

En todos los pacientes se documentaron infeccio-
nes recurrentes del tubo digestivo (particularmente
enfermedad diarreica) o de las vias respiratorias
superior e inferior (cuadro 1). Nueve pacientes
tenian historia de infecciones en otros sistemas
(ojos, piel, vias urinarias y médula 6sea), en
dos se documentaron manifestaciones de tipo
autoinmunitario (artritis y hepatitis autoinmune),
tres tenian diagnoéstico de alergia (rinitis y asma)
y uno presentd enteropatia asociada al gluten. La
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Cuadro 1. Hallazgos clinicos en doce pacientes con inmunodeficiencia comun variable

Biomédica 2015;35:101-16

Paciente Sexo Edad* al Edad* al Infecciones Infecciones Otras Enfermedades Esquema de
inicio de diagnéstico gastrointestinales  en vias infecciones asociadas vacunacion
infecciones respiratorias
1 F 33 34 EDA, EDC, Otitis, sinusitis, Conjuntivitis, Autoinmunidad:  BCG, DPT,
enfermedad faringitis, neumonias,  parotiditis artritis polio
acido-péptica por bronconeumonias,
Helicobacter pylori bronquitis
2 F 23 29 EDA Otitis, sinusitis, Conjuntivitis, Neoplasia: ND
faringitis, neumonias,  hepatitis B, adenocarcinoma
bronconeumonias, toxoplasmosis  gastrico
bronquitis ocular
3 F 55 59 Enfermedad Sinusitis, faringitis, Conjuntivitis BCG, DPT
acido-péptica por neumonias,
Helicobacter pylori bronconeumonias,
bronquitis
4 F 18 31 EDA Sinusitis, neumonias, BCG, DPT,
bronquitis polio
5 F 10 13 EDA Otitis, sinusitis, BCG, DPT,
faringitis, amigdalitis, polio
neumonias,
bronconeumonias
6 F 38 42 Otitis, sinusitis, Parotiditis, Rinitis y asma BCG, DPT,
faringitis, laringitis, infecciones de  moderadas polio
neumonias, tosferina  vias urinarias
7 M 4 8 EDA, enfermedad Otitis, sinusitis, Reinfeccién Déficit de BCG,
acido-péptica amigdalitis por varicela, atencion e DPT, polio,
conjuntivitis hiperactividad meningococo,
MMR
8 F 3 8 Enfermedad &cido- Sinusitis, faringitis, Reinfeccion Déficit de BCG, DPT,
péptica neumonias, por varicela, atencion e polio
bronconeumonia conjuntivitis hiperactividad
9 M 14 26 Enfermedad Sinusitis, faringitis, Conjuntivitis, Rinitis y asma BCG, DPT,
acido-péptica por neumonias celulitis asociados polio
Helicobacter pylori a episodios
infecciosos
10 M 13 14 EDC Neumonia Rinitis, hepatitis ~ BCG, DPT,
enfermedad polio
autoinmunitaria,
enteropatia
asociada al
gluten
1 M 71 73 Neumonia, bronquitis  Herpes z6ster, ND
aspergilosis en
médula ésea,
histoplasmosis
en piel
12 M 7 8 EDA Otitis Conjuntivitis BCG, DPT,
polio

*Afnos de edad

EDA: enfermedad diarreica aguda; EDC: enfermedad diarreica crénica; BCG: vacuna contra la tuberculosis; DPT: vacuna contra la difteria, la tos ferina
y el tétanos; ND: informacién no disponible; MMR: vacuna contra sarampién, paperas y rubeola

paciente 2 muri6 12 afios después del diagndstico,
debido a un adenocarcinoma metastasico. La tasa
de supervivencia para esta cohorte de pacientes
desde el momento del diagnéstico, fue de 11/12.

Inmunoglobulinas séricas

Una de las manifestaciones cardinales de la
inmunodeficiencia comin variable es la hipo-
gammaglobulinemia y en esta cohorte todos los
pacientes presentaron IgG sérica con <2 DE
de los valores normales para la edad, mientras
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que en nueve pacientes se detecté disminucion
significativa de la IgA y la IgM. Los pacientes 6 y
10 presentaron valores normales de IgA e IgM, y
el paciente 7 presentd valores normales de IgA
pero disminucién de la IgM (cuadro 2).

Evaluacion de la inmunidad celular

En la inmunodeficiencia comudn variable se han
documentado respuestas de hipersensibilidad
retardada que van desde normales a ausentes
(1,33). Tales respuestas frente a la candidina y la
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prueba de PPD, solo se evaluaron en los pacientes
1 a 5. Estos cinco pacientes presentaron una
respuesta de hipersensibilidad retardada negativa
a la candidina (0/5), mientras que la proporcién de
reacciones positivas entre los sujetos sanos fue
significativamente mayor (8/14, p=0,007). Ademas,
la hipersensibilidad retardada en la prueba de PPD,
solo fue positiva en la paciente nimero 3.

En pacientes con este tipo de inmunodeficiencia
se han documentado respuestas variables de
proliferacion de los linfocitos T frente a mitégenos
y antigenos especificos (4). Los mitégenos, como
la fitohemaglutinina, pueden inducir la activacion y
proliferacién de ‘clonas’ de linfocitos T sin importar
la especificad de su receptor de antigeno (T cell
receptor, TCR), por lo que pueden proporcionar
informacion global de la capacidad de prolifera-
cion de los linfocitos T. En este trabajo se evalu6
la proliferacion de linfocitos en respuesta a la

Tipificacién de subpoblaciones de linfocitos B

fitohemaglutinina (figura 1A) y al toxoide tetanico
(figura 1C) en los doce pacientes, mientras que
la respuesta a la candidina solo se evalud en
los pacientes 1 a 5 (figura 1B). Se encontr6 que
la proliferacion de linfocitos en respuesta a la
fitohemaglutinina fue significativamente menor
en los pacientes que en los controles con las dos
concentraciones evaluadas (indices de prolife-
racion 49 y 37 % mas bajos para 5y 10 pg/ml,
respectivamente). Por el contrario, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en los
indices de proliferacion con los antigenos especi-
ficos (candidina y toxoide tetanico).

Subpoblaciones de linfocitos totales en sangre
periférica

Se han reportado alteraciones variables en la
frecuencia y el niUmero absoluto de linfocitos T,
linfocitos B y células NK (natural killer), en sangre

Cuadro 2. Niveles de inmunoglobulinas séricas en el momento del diagnéstico en doce pacientes con inmunodeficiencia

comun variable

Paciente IgG* (VRfIgG) IgA* (VRTIgA) IgM* (VRfIgM)
1 0* (804-2.212) 6,7 (99-487) 12,3 (68-376)
2 216 (968-2.514) 22,6 (116-551) 29 (96-500)
3 83,7 (633-1.764) 6,4 (128-569) 23,3 (37-440)
4 43,8 (804-2.212) 6,6 (99-487) 234 (68-376)
5 0 (789-2.630) 2,1 (111-403) 5,7 (95-429)
6 668 (814-2.047) 394 (81-538) 158 (42-600)
7 535 (952-2.292) 121 (84-436) 66 (98-375)
8 832 (952-2.292) 34 (84-436) 81 (83-348)
9 20 (968-2.514) 13 (116-551) 5 (103-397)
10 647 (1.192-2.274) 220 (107-471) 71 (50-439)
11 176 (900-2.044) 88 (158-524) 35 (60-345)
12 113 (774-2.202) 37 (52-499) 29 (61-320)
*Niveles de inmunoglobulinas séricas en mg/dl
T VR: valores de referencia para la edad y el sexo en mg/dl
*En negrita se resaltan los resultados por encima o por debajo de los valores de referencia para la edad.
5 A B C
) p=0,01 p=0,02 p=0,56 p=0,96 p=0,08 p=0,054
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= +* * .
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< . 0 ontroles
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7] u] ao >y a O L WS
[ [m] o b o O
E o e S B0 “oo 4 ity - A
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Concentracion de fitohemaglutinina

Concentracion de candidina

Concentracion de toxoide

Figura 1. indices de proliferacién en doce pacientes con inmunodeficiencia comun variable y en controles. A. Proliferacion de linfocitos
frente al mitdgeno fitohemaglutinina (5 pg/mly 10 pg/ml). B. Proliferacién de linfocitos frente al antigeno especifico candidina (1:1000 y
1:2000). C. Proliferacion de linfocitos frente al antigeno especifico toxoide tetanico (1:200 y 1:400). La proliferacion se midié mediante
la incorporacion de timidita tritiada a las 72 horas (en la fitohemaglutinina) y a las 120 horas (en los antigenos). Las diferencias entre
ambos grupos se evaluaron mediante la prueba de Mann-Whitney y los resultados se presentan como indices de proliferacion.
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periférica de pacientes con la inmunodeficiencia
comln variable (43-46), por lo tanto, nosotros
evaluamos estas subpoblaciones en todos los
pacientes. En el paciente 12, se encontré linfoci-
tosis leve con aumento de los linfocitos T CD4+ y
CD8+ y los linfocitos B (CD19+) (cuadro 3). En los
pacientes 3 y 5, la linfocitosis fue a expensas de los
linfocitos T CD8+, aunque el paciente 4 también
presenté un aumento de los linfocitos T CD8+,
pero, sin hallazgo de linfocitosis. La alteracion mas
comun en todos fue la disminucién en la relacion
CD4+/CD8+ (en siete pacientes). En cuanto a los
linfocitos B, con excepcion del paciente 12, todos
presentaron conteos totales que estaban dentro
del rango normal para la edad. Los niveles de los
linfocitos NK CD3-CD16+CD56+ se encontraron
disminuidos en cuatro pacientes: 1, 2,4 y 6.

Linfocitos B de memoria

El esquema usado para la identificacion de las
distintas subpoblaciones de linfocitos B (CD19+)
esta ilustrado en la figura 2. Los linfocitos B de
memoria humanos se identifican mediante la expre-
sion en superficie del marcador CD27 (30,31), y
en combinacion con la IgD y la IgM de superficie
permiten definir tres subpoblaciones adicionales
que incluyen linfocitos virgenes (CD27-IgD+),
de memoria que no han hecho cambio de isotipo
(CD27+IgD+) y de memoria que han hecho cambio
de isotipo (CD27+IgD-) (32) (figura 2C).

En esta inmunodeficiencia se han descrito alte-
raciones en los linfocitos B CD27+, asi como
anormalidades en el numero y porcentaje de
linfocitos B con cambio de isotipo o sin él (33,48);
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por lo tanto, se evaluaron las subpoblaciones de
linfocitos B de memoria en los doce pacientes y
se compararon los resultados con once controles
sanos y con valores de referencia (33,38,40).

Como se ilustra en el cuadro 4, seis de los
pacientes tenian porcentajes bajos de linfocitos
B de memoria (CD27+) (véase paciente 11 en la
figura 3A); en particular, los niveles de linfocitos B
de memoria del paciente 2 estaban casi ausentes
(<1 %) y la mayoria de los linfocitos B de memoria
de los pacientes 3 y 6 no habian hecho cambio de
isotipo (IgD+). De los que presentaron porcentajes
normales de linfocitos B de memoria, los pacientes
4, 7 y 12 tenian disminucion en los linfocitos B de
memoria sin cambio de isotipo (IgD+), el paciente 5
presentdé menor frecuencia de aquellos con cambio
de isotipo (IgD-, figura 3B) y el paciente 10 present6
disminucién en ambos. Los pacientes 8 y 9 pre-
sentaron porcentajes similares a los controles
(figura 3B). La expresion de IgM fue similar a la
expresion de IgD en los linfocitos B CD27+ y CD27-
de todos los controles y los pacientes evaluados
(datos no mostrados).

Linfocitos B CD21"" y de transicion en sangre
periférica

Algunos pacientes con inmunodeficiencia comun
variable suelen presentar un aumento significativo
de linfocitos B CD21'"" y linfocitos B de transicion
(CD24++CD38++) (33,37,40). Se evalud la expre-
sion de los marcadores de superficie CD21,
CD24 y CD38 en sangre periférica de pacientes
y controles sanos mediante citometria de flujo
(figuras 2D y 2E).

Cuadro 3. Subpoblaciones de linfocitos en sangre periférica en doce pacientes con inmunodeficiencia comin variable

Paciente  Linfocitos Linfocito T Linfocito T Linfocito T Linfocito B NK Relacién
CD3+ CD3+CD4+ CD3+CD8+ CD19+ CD16+CD56+ CDA4+/CD8+
% Células % Células % Células %  Células % Células %  Células
/ul /ul /ul /ul /ul /ul
1 32 5.720 83 1.198 28,2 407 48,6 701 13 188 28 43t 0.5
2 27 1.046 78 815 32,7 342 41,7 436 13 136 2,8 29 0.7
3 40 3.432 80,6 2.745 21,2 727 56 1.921 7,74 266 6,7 230 0.38
4 33 2395 73 1.748 14 340 50,9 1.219 4.9 117 1,7 41 0.28
5 31 3.069 834 2.560 31,8 976 49,8 1.528 7,5 231 9,7 298 0.64
6 36 2412 74 1.785 53,5 1.290 20,5 494 16,8 405 2,7 65 2.6
7 38 2863 65 1.860 355 1.016 26,8 767 22,1 633 6,6 189 1.32
8 44 3557 68 2419 29,7 1.056 30,4 1.081 9,97 355 13,4 477 0.98
9 34 2210 724 1.600 48 902 29,5 652 8,95 198 8,31 184 1.38
10 4 4149 518 2.116 25,7 1.050 23,2 9,61 12,1 502 16 415 1.11
1 21 2.033 58,4 1.187 449 913 13 264 14,5 285 22,1 449 3.45
12 49 8.058 843 6.793 46 3.743 29 2.330 9,72 783 468 377 1.6

Véanse los valores de referencia para las subpoblaciones de linfocitos en sangre periférica en (47).

En negrita se resaltan los conteos absolutos que se encontraron por encima o por debajo de los valores de referencia para la edad.
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Figura 2. Esquema de andlisis para caracterizar las sub-
poblaciones de linfocitos B mediante citometria de flujo. Los
graficos de puntos muestran la caracterizacion progresiva de
las subpoblaciones de linfocitos B mediante citometria de flujo
a partir de (A) sangre total, o de (B) linfocitos B enriquecidos
en un control sano. En ambos casos, los linfocitos B (CD19+)
se seleccionaron con una ventana electronica y posteriormente
se crearon nuevas regiones para identificar y cuantificar (C) las
subpoblaciones de linfocitos B de memoria (CD27+) que habian
hecho cambio de isotipo (IgD-) o no lo habian hecho (IgD+);
(D) los linfocitos B CD21"¥, y (E) los linfocitos B de transicién
(CD24++CD38++).

Como se muestra en el cuadro 4, la mayoria de
los pacientes exhibieron porcentajes normales
de linfocitos B CD21"%" (<10 %), mientras que la
paciente 5 (con disminucién en los linfocitos B
de memoria que hicieron cambio de isotipo), tuvo
un aumento significativo de linfocitos B CD21'"w
(17,1 %) (figura 3C). Ademas, tres pacientes, el 1,
el 7y el 11, presentaron aumento en los porcentajes
de linfocitos B de transicién (>9 %) (figura 3D);
resultd interesante observar que dos de estos
pacientes tenian porcentajes normales de linfocitos
de memoria (pacientes 7 y 11), mientras que en
uno de ellos estaban casi ausentes (paciente 1).

Tipificacién de subpoblaciones de linfocitos B

Clasificacion de pacientes en grupos
homogéneos segin las subpoblaciones
de linfocitos B

Segun la clasificacion de EUROclass de pacientes
con inmunodeficiencia comun variable (41), los
pacientes 1y 11 pertenecian al grupo smB- 21nom
Tr (CD27+IgD- <2 % vy linfocitos B de transicion
>9 %); los pacientes 3 y 6, al grupo smB- 21nom
Trrom (linfocitos B CD27+IgD- <2 % vy linfocitos B
de transicion <9 %), y la paciente 2 podria haberse
clasificado en cualquiera de estos dos grupos, ya
que se desconocia el estado de sus linfocitos B
de transicion.

Seis pacientes se clasificaron en el grupo smB+
(linfocitos B CD27+IgD+ >2 %): la paciente 5 en el
subgrupo smB+ 21" (linfocitos B CD21"°" >10 %)
y los pacientes 4, 8, 9, 10 y 12, al subgrupo smB+
21mm (linfocitos B CD21"" <10 %).

No fue posible asignar el paciente 7 a ninguno
de los grupos propuestos, ya que mostrdo un
porcentaje elevado de linfocitos B de transicién,
pero no presentd alteraciones en los porcentajes de
linfocitos B que habian hecho cambio de isotipo.
Discusion

La inmunodeficiencia comun variable es una
inmunodeficiencia primaria con manifestaciones
clinicas e inmunoldgicas heterogéneas. De forma
similar a lo reportado previamente, todos los
pacientes en este estudio presentaron infecciones
recurrentes como las descritas en otras cohortes (1).
Ademas, se documentaron otras manifestaciones,
como autoinmunidad, alergia, enteropatia y adeno-
carcinoma, que también son de alta incidencia en
este tipo de inmunodeficiencia.

Por otro lado, en esta cohorte, la capacidad de
proliferacion de los linfocitos T in vitro en respuesta
a la fitohemaglutinina, fue significativamente menor
que en los controles sanos, y esta disminucion
podria explicarse por el aumento en la apoptosis
de los linfocitos T y la menor produccién de inter-
leucina 2 que se han reportado previamente en la
inmunodeficiencia comun variable (43).

Por el contrario, la reaccién a los antigenos espe-
cificos parece conservarse. Esta diferencia en la
proliferacion de linfocitos T como reaccion a la
fitohemaglutinina y a los antigenos especificos,
puede ser el resultado del aumento preferencial
de linfocitos T de memoria central y la disminucion
de linfocitos T efectores causada por la fitohema-
glutinina (49). Por lo tanto, es posible que la
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Cuadro 4. Subpoblaciones de linfocitos B de sangre periférica en pacientes con inmunodeficiencia comun variable y en controles

Paciente Subpoblaciones de linfocitos B*
CD27+ % CD27+IgD+ % CD27+IgD- % CD27-IgD+ % CD21'"°% % CD24++CD38++ %

1 1.52¢ 1.34 0.18 93.9 7.4 9.68
2 0.98 0.86 0.12 90.4 0.91 ND !
3 74 5.7 1.83 89.6 9.2 3.44
4 16.4 6.6 9.9 80.3 4 0.78
5 17.9 12.9 5.05 60.9 17.1 ND
6 7.2 6.46 0.81 91.4 0.01 3.93
7 18.08 8.48 10.6 73.3 1.02 12.1
8 25.67 16.5 9.17 715 1.37 4.6
9 50.6 26.3 24.4 39.7 7.86 1.28
10 8.64 5.36 3.28 75.2 0.16 1.56
1 2.96 1.75 1.37 93.8 1.07 12.6
12 11.58 9.24 2.34 86.2 2.79 2.42
Controles® 40 +13 15+8 25+10 54 +14 5+5 3+2
VR#* > 11 17+6 >8 59 +12 <10 <9

*Los linfocitos que se marcaron con CD19 se seleccionaron mediante una ventana electrénica y en esta poblacién se evalué la expresién de CD27,

IgD, CD21, CD24 y CD38.

tValores en base a las subpoblaciones obtenidas con once controles sanos

*VR: Los valores de referencia para las subpoblaciones de linfocitos B se encuentran en (34,39,41).
SEn negrita y cursiva se resaltan las subpoblaciones de linfocitos B que se encuentran por encima o por debajo de los valores de referencia.

IND: Informacién no disponible.

fitohemaglutinina ponga en evidencia un defecto en
la generacién de estas células de memoria central
en los pacientes con inmunodeficiencia comun
variable, en tanto que en la respuesta a antigenos
especificos se espera una mayor contribucién de
las células con memoria efectora, las cuales pare-
cen responder normalmente en estos pacientes.

Aunque la proliferacion de los linfocitos T en
respuesta a antigenos especificos in vitro fue
normal, la hipersensibilidad retardada a la candi-
dinay al PPD fueron negativas en la mayoria de los
pacientes. Sin embargo, se debe tener en cuenta
que, debido a que la hipersensibilidad retardada
se evalud Unicamente en cinco de los pacientes,
es posible que esta tendencia en los resultados
cambie si la prueba se realiza en un numero mayor
de pacientes. No obstante, se ha documentado
que la respuesta de proliferacion de linfocitos
frente a antigenos en la inmunodeficiencia comun
variable puede situarse en rangos entre normales y
disminuidos, sin que exista una correlacion directa
con el grado de la respuesta de hipersensibilidad
retardada (4,33,50), por lo que el significado biol6-
gico o clinico de estos hallazgos no es claro.

Es interesante anotar que los resultados concer-
nientes a la hipersensibilidad retardada en este
estudio, sugieren que algunas anormalidades en la
actividad de los linfocitos T podrian ser evidentes
bajo las condiciones que modulan las respuestas
de proliferacién in vivo (microambiente, presencia
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de ciertas células, citocinas y accesibilidad de los
linfocitos T de memoria al antigeno, entre otras).
Una posible explicacion de esta respuesta dife-
rencial podria encontrarse en un estudio llevado a
cabo en un modelo de ratén, en el cual se demostrd
que la ausencia de anticuerpos circulantes supri-
me la fase efectora inicial de las respuestas de
hipersensibilidad retardada a antigenos especi-
ficos (51). Esto sugiere que este tipo de reaccion
dependeria, ademas, de mecanismos efectores
que posiblemente involucran anticuerpos (o el
complemento).

Se han descrito diversas alteraciones en las sub-
poblaciones de linfocitos en sangre periférica de
pacientes con inmunodeficiencia comudn variable.
En algunos se ha documentado especificamente
un aumento significativo del porcentaje de linfocitos
T CD8+CD28- (52,53), los cuales se asocian a
funciones reguladoras negativas de la respuesta
inmunitaria (54); también, se ha demostrado una
disminuciéon en el numero total de los linfocitos T
CD4+ (44) que puede resultar de defectos intrin-
secos de los linfocitos T, tales como defectos en la
sefalizacion (55-58) o aumento de la apoptosis (59).

En siete de los pacientes de este estudio, se esta-
bleci6é una disminucion de la relacion CD4+/CD8+
que, en algunos casos, se debié al aumento en
el numero total de linfocitos T CD8+. Aunque
actualmente no existe evidencia experimental que
explique satisfactoriamente la aparente expansion
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Figura 3. Ejemplos de las alteraciones encontradas en las
subpoblaciones de linfocitos B de pacientes con inmuno-
deficiencia comudn variable. Andlisis de citometria de flujo
de las poblaciones de (A) linfocitos B de memoria totales
(CD19+CD27+); (B) linfocitos B de memoria que habian
hecho cambio de isotipo (CD27+IgD-); (C) linfocitos B
inmaduros (CD19+CD21%), y (D) linfocitos B de transicion
(CD24++CD38++) en tres pacientes con inmunodeficiencia
comun variable. Los pacientes 11 y 5 presentaron alteraciones
en la subpoblaciones de linfocitos B mientras que en el paciente
9 fueron similares a las de un control sano (comparar con la
figura 2). En particular, el paciente 11 presentd disminucién
en el conteo total de linfocitos B de memoria (A) y aumento
en los linfocitos B de transicion (D), y la paciente 5 presento
disminucién de los linfocitos B de memoria que habian hecho
cambio de isotipo (B). Los valores en los controles sanos y los
rangos de referencia se muestran en el cuadro 4.

de los linfocitos T CD8+ en sangre periférica,
ni la alteracion de la relacién CD4+/CD8+ en la
inmunodeficiencia comun variable, es posible que
la evaluacion detallada de la funcion de las sub-
poblaciones de linfocitos T y B en el contexto de
la cooperacién T-B in vitro, permita identificar
diferencias en la habilidad que tienen para activarse
y expresar diferentes moléculas coestimuladoras,
lo que podria explicar el defecto inmunolégico de

Tipificacién de subpoblaciones de linfocitos B

estos pacientes. Ademas, en cuatro pacientes
observamos una reduccién en el nimero total de
los linfocitos NK, un hallazgo comun en la inmu-
nodeficiencia comun variable, la cual, segun se
postula, resultaria de una permanencia prolongada
de estas células en el intestino de algunos pacientes,
lo que, a su vez, reduciria su frecuencia en la
circulacion periférica (45).

Varias investigaciones sobre la inmunodeficien-
cia comun variable se han orientado a clasificar
pacientes en grupos homogéneos para tratar de
determinar defectos moleculares que expliquen
la hipogammaglobulinemia y, en consecuencia,
la gran frecuencia de infecciones recurrentes.
Warnatz, et al. (34), y Piqueras, et al. (38), hicieron
las primeras clasificaciones, y, posteriormente, un
consorcio de varios centros europeos publicé una
nueva clasificacion (EUROclass trial) (40).

En esta cohorte de pacientes fue posible identificar
anormalidades en las subpoblaciones de linfocitos
B en sangre periférica (cuadro 4) y agrupar a
diez de ellos en grupos homogéneos segln la
clasificacion propuesta por el consorcio europeo
(cuadro 5). Warnatz y EUROclass clasifican los
grupos segln los defectos en el porcentaje de
linfocitos B de memoria que han hecho cambio
de isotipo, y es dificil establecer si el defecto esta
en todos los linfocitos B de memoria o solo en el
proceso de cambio de isotipo.

Segun la clasificacion de EUROclass, los pacientes
con bajo porcentaje de linfocitos B, probable-
mente poseen defectos graves en la diferenciacién

Cuadro 5. Clasificacion de pacientes con inmunodeficiencia
comun variable en grupos homogéneos

Paciente Sistema de clasificacion EUROclass*
1 smB- 21nerm Tyhi
2 smB- 21nom t
3 SmB_ 21 norm Trnorm
4 smB+ 21nom
5 smB+ 21
6 smB- 21norm Tynorm
7 ¥
8 smB+ 21nom
9 smB+ 21nom
10 smB+ 21nom
1 smB- 21norm Tyhi
12 smB+ 21nom

*Los criterios de clasificacion se encuentran en Wehr, et al., (41).

Los linfocitos B de transiciéon (CD24++CD38++) no fueron evaluados
en esta paciente. Por ello, no es claro si la paciente pertenece al grupo
smB- 21 Trhi o gl smB- 21norm Tynorm,

INo fue posible clasificar este paciente en los grupos propuestos por el
consorcio Europeo.
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temprana de dichas células; los defectos del grupo
con linfocitos B que han hecho cambio de isotipo,
ocurren durante la diferenciacion en los centros
germinales, en tanto que, en el grupo con subpo-
blaciones normales, estan aquellos con problemas
en la diferenciacién terminal de los linfocitos B
hacia células plasmaticas. Por el contrario, Piqueras
agrupa a los pacientes segun el porcentaje de
linfocitos B de memoria y diferencia el porcentaje
que ha hecho cambio de isotipo, lo cual facilita
distinguir en qué fase de la diferenciacién de los
linfocitos B esta el defecto celular; sin embargo,
no agrupa a aquellos pacientes con ausencia de
linfocitos B CD19+.

Por su parte, Warnatz y EUROclass incluyen el
porcentaje de linfocitos B CD21"°, subpoblacion
que comparte caracteristicas con los linfocitos B
senescentes (defectos en la proliferaciéon y bajas
respuestas de calcio al estimular el BCR, pero
también, con linfocitos B de memoria periférica
(expresion de moléculas coestimuladoras y mayor
produccién de IgM en los linfocitos B estimulados)
(60). Se ha encontrado que los pacientes con
expansion de los linfocitos B CD21"°" presentan
menor porcentaje de linfocitos T reguladores
CD4+CD25"Foxp3+ en sangre periférica, lo que
podria explicar la alta incidencia de autoinmu-
nidad y esplenomegalia en este grupo (61). La de
EUROclass es la primera clasificaciéon que consi-
dera el porcentaje de linfocitos B de transicion. Sin
embargo, todavia se desconocen las alteraciones
que podrian explicar la expansion de los linfocitos
B CD21'"" o de transicion.

En todas estas clasificaciones se establecieron
correlaciones clinicas con algunos subgrupos de
pacientes. En este estudio, solo dos pacientes pre-
sentaron autoinmunidad o neoplasia, ambos con
niveles bajos de linfocitos B de memoria que habian
hecho cambio de isotipo y con linfocitos B CD21'"
normales (smB- 21m™), y uno de ellos con aumento
de los linfocitos B de transicion (Tr"), lo cual es
similar a las correlaciones reportadas en el estudio
EUROclass. Sin embargo, debido al tamafio de
esta muestra y a la baja incidencia de manifesta-
ciones tales como la enfermedad granulomatosa y
la hepatoesplenomegalia, no fue posible establecer
una correlacién estadistica entre los defectos en
las subpoblaciones de linfocitos B y el riesgo de
desarrollar complicaciones como las descritas.

A diferencia de la clasificacion de EUROclass,
que identificé los linfocitos B de transicion segin
la expresion de CD38 e IgM (CD38++IgM++),
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en el presente estudio se evalué la expresion de
los marcadores CD24 y CD38, alternativa que
también se ha utilizado para la identificacion de
esta subpoblacion (62,63). En esta cohorte no fue
posible clasificar al paciente 7 en ninguno de los
grupos establecidos por EUROclass. Sin embargo,
en el momento del estudio, el paciente tenia 10
afos, y se ha reportado que los porcentajes de
linfocitos B de transicion son elevados en la infan-
cia (representan entre el 30 y el 50 % en sangre
periférica durante el primer afo), y disminuyen con
la edad hasta alcanzar niveles similares a los del
adulto a partir de los 14 anos (63). EUROclass
no establece cortes variables segun la edad, a
pesar de haber incluido pacientes desde los 10
afos de edad. Por ello se propuso un sistema de
clasificacion diferente para pacientes entre los 2 y
los 19 afos, en el cual solo se evalla el porcentaje
de linfocitos B de memoria CD19+CD27+IgM- y que
encontré mayor incidencia de sepsis, enfermedad
granulomatosa y autoinmunidad en pacientes con
menos de 5 células/ml (64). Segun esta clasificacion,
el paciente 7 haria parte del grupo con menor
riesgo de desarrollar este tipo de complicaciones al
tener valores normales de linfocitos B de memoria
CD19+CD27+IgM- (>5 células/ml).

Aunque se acepta que para evaluar los linfocitos B
de memoria que han hecho cambio de isotipo no se
requiere el uso concomitante de IgM e IgD, y que la
expresion de IgD es suficiente, en este estudio se
sugiere incluir la evaluacién de ambos marcadores.
En este contexto, se demostr6 previamente que pa-
cientes con sindrome de hiperinmunoglobulinemia
IgM de tipo Il causado por mutaciones en el gen
AID (HIGM-II, MIM#605258), presentan un aumento
significativo de linfocitos B CD27+IgM+IgD- (65),
por lo cual es necesario descartar mutaciones en
el gen AID en pacientes con inmunodeficiencia
comuln variable que presentan aumento en esta
subpoblacion. Se subraya la importancia de la valo-
racion tanto de IgM como de IgD en el estudio de
las subpoblaciones de linfocitos B, ya que orientaria
mejor el estudio del defecto molecular.

Los valores obtenidos en las subpoblaciones de
linfocitos B en el presente estudio, confirman las
observaciones previas que demuestran la exis-
tencia de grupos diferentes de pacientes cuyas
alteraciones en este compartimiento celular pare-
cen sugerir diferentes defectos en la maduracion,
la diferenciacion y el cambio de isotipo. Por ello,
la clasificacién de EUROclass se ha adoptado
como herramienta de rutina para pacientes con
diagndstico de inmunodeficiencia comun variable



Biomédica 2015;35:101-16

en el Grupo de Inmunodeficiencias Primarias de
la Universidad de Antioquia. Es posible que sea
necesario incluir un grupo adicional en las clasi-
ficaciones actuales para aquellos que presentan
elevacion en los linfocitos B de transicién, con
niveles normales de linfocitos B de memoria
(como el paciente 7), pero seria necesario evaluar
cohortes de mayor tamafo para determinar la
prevalencia de este grupo en adolescentes y
adultos con inmunodeficiencia comun variable.
Ademas, seria importante evaluar la presencia de
linfocitos B de memoria que no expresan CD27
en pacientes con esta inmunodeficiencia, ya que
dicha subpoblacion esta practicamente ausente en
individuos sanos pero aumenta en pacientes con
enfermedades autoinmunitarias (66).

La importancia de esta clasificacion radica, no solo
en que permite establecer grupos homogéneos
de pacientes, sino también en que permite deter-
minar las complicaciones asociadas a defectos
inmunitarios especificos. Con respecto a esto, se
han identificado pacientes con inmunodeficien-
cia comun variable afectados por neumonias
recurrentes, bronquiectasias y dafio pulmonar
(evidenciado en tomografia computadorizada), y
reduccion significativa en los linfocitos B CD27+
IgM+, lo que se correlaciona significativamente
con una produccion baja de los anticuerpos
antipolisacéridos del neumococo de tipo IgM (67).

En resumen, los resultados de este estudio
respaldan hallazgos previos que proponen la
tipificaciéon de subpoblaciones de linfocitos B en
sangre periférica como una herramienta importante
para la identificacién de grupos homogéneos de
pacientes con inmunodeficiencia comun variable
que tiene valor prondéstico en cuanto al desarrollo
de complicaciones y facilita la caracterizacion del
defecto genético y molecular que subyace en estos
pacientes. Ademas, la caracterizacion de otras
anormalidades inmunitarias (relativas, por ejemplo,
a subpoblaciones de linfocitos T), tiene el potencial
de mejorar los esquemas de clasificacion actuales
con el objetivo de lograr un esquema ideal.
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