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RESUMEN

La inmunodeficiencia comun variable (IDCV) es una de las Inmunodeficiencias Primarias (IDP)
que cursa con alteraciones en el sistema inmunolégico ocasionando hipogamaglobulinemia.
Esto predispone a los pacientes a distintas manifestaciones clinicas que involucran por lo
general al tracto respiratorio y gastrointestinal. Afecta principalmente a adultos pero también es
detectada en nifios siendo complicado establecer un diagnéstico (Dx) temprano. Para contribuir
a ello y predecir complicaciones en quienes ya presentan un Dx, se evallan las subpoblaciones
de linfocitos B (Li B). El consenso EUROclass propone la clasificacion de pacientes adultos con
IDCV segun los valores de las distintas subpoblaciones de Li B con subgrupos clinicos para
adaptar terapias individuales, predecir el riesgo de complicaciones y contribuir a la

interpretacion de su patogenia.

El objetivo de este trabajo fue evaluar las subpoblaciones de Li B de dos pacientes pediatricos
con IDCV del Hospital de Nifios de la Santisima Trinidad de Coérdoba en comparaciéon con 10
pacientes de un grupo control sano. En ambos grupos se evaluaron porcentajes de Li B totales,
Li B naive, Li B de memoria (Li Bm) con switch, Li Bm sin switch y Li B CD21llow. No se
observaron diferencias significativas entre los porcentajes de las células analizadas de los dos
grupos de pacientes. Los resultados obtenidos en pacientes con IDCV no revelaron diferencias
frente a pacientes normales. Se concluye que los resultados podrian deberse al pequefio
tamafio muestral o a la imposibilidad de aplicar la clasificacion en nifios propuesta para adultos.
Por lo tanto, se debe continuar analizando las subpoblaciones de Li B en pacientes que
presenten Dx de IDCV para poder ampliar los resultados y predecir futuras complicaciones

clinicas.
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INTRODUCCION

La inmunodeficiencia comun variable (IDCV), que pertenece al grupo de las Inmunodeficiencias
Primarias (IDP), es un grupo heterogéneo de alteraciones que afectan al sistema inmunoldgico,
caracterizadas principalmente por hipogamaglobulinemia. Esta afeccion se asocia a una
produccién defectuosa de anticuerpos (Acs) especificos y susceptibilidad aumentada a
infecciones crénicas y recurrentes, generalmente del tracto respiratorio y gastrointestinal por

bacterias encapsuladas (1-7).

La IDCV afecta en igual proporcion a hombres y mujeres. La prevalencia estimada es de
1:25.000 a 1:66.000 en la poblacion general (8). La IDCV es la IDP mas comun en los adultos,
habitualmente se da entre la segunda y tercera década de la vida, pero también se detecta en
nifios (2,9,10). Se manifiesta generalmente de manera esporadica, sélo un 10-20% de los casos
tienen alguna asociacion familiar (11). Esta patologia se puede heredar de manera autosémica

dominante, aunque también se describe la herencia autosémica recesiva (12).

Entre las manifestaciones clinicas se incluyen diversas infecciones ya que los pacientes
presentan aumento de la susceptibilidad frente a patégenos. Entre las infecciones mas
comunes se destacan las que involucran a las vias respiratorias como sinusitis, bronquitis,
neumonias y bronquiectasias. Un 10-20% de los pacientes presentan enfermedad
granulomatosa pulmonar. Las complicaciones gastrointestinales estan dadas por infecciones

causadas por Giardia lamblia y Campilobacter jejuni (2).

Los procesos autoinmunes también se presentan en los pacientes con IDCV, tales como
puarpura trombocitopénica idiopatica y anemia hemolitica autoinmune, ambas asociadas al
desarrollo de esplenomegalia (2,3,5). En la mayoria de los pacientes las manifestaciones

autoinmunes se presentan antes del diagnéstico (Dx) de IDCV (13).

Los pacientes con IDCV tienen mayor riesgo de desarrollar linfoproliferacién y procesos

malignos (2). Las neoplasias mas frecuentes son linfoma y cancer de estémago (11).

La multiplicidad de manifestaciones clinicas lleva a retardar el diagnostico (Dx) con tiempos que
van entre 2 a 10 afios desde el comienzo de los sintomas (2,3,14,15). El tiempo que transcurre
entre el inicio de los mismos y el Dx es menor cuando los sintomas aparecen antes de los 10
aflos de edad (14). La demora en establecer el Dx es frecuente y estd asociada a mayor
morbilidad (16).



En los pacientes con IDCV se describen alteraciones fenotipicas y anormalidades funcionales
tanto en el sistema inmune adaptativo (SIA) como en el sistema inmune innato (7, 17). Dentro
del SIA afectado en esta patologia, los Linfocitos B (Li B) juegan un papel preponderante, sin

embargo, los pacientes con IDCV tienen también compromiso de las células T (8, 17-19).

En cuanto a la patogenia, la generacién de Li B en la médula 6sea (MO) es aparentemente
normal pero la diferenciacién a células plasmaticas secretoras de Acs esta disminuida (1). Los
Li B se generan en MO a partir de la Stem Cell pluriponte. Durante el proceso de maduracion
transita distintos estadios: células pro B, células pre B, linfocitos B transicionales (Li Bt), los
cuales emigran de MO para culminar su maduracion en el bazo. A partir de los Li Bt se generan

células B de la zona marginal del bazo (BZM) y Li B foliculares (Li Bf) (9).

En sangre periférica (SP), 15 a 20 % son BZM vy el resto son Li Bf, llamados también Li B
maduros virgenes o naive y estan en constante circulacion. Cuando contactan con el antigeno
(Ag) se activan y se diferencian a Li B de memoria (Li Bm) o células plasméticas. En los Li Bm,
luego del contacto con el antigeno (Ag), se produce el proceso de switch o cambio de isotipo de
inmunoglobulina de superficie. Asi, se pueden diferenciar dos grupos de Li Bm: uno sin switch
gue expresa inmunoglobulina D (IgD) de superficie, y otro con switch que no presenta IgD de
superficie (9). El Li B expresa en su membrana de superficie diversos marcadores que lo
identifican, entre ellos el CD21, que forma un complejo con CD19 y CD81 actuando como

correceptor del Li B (20).

La sospecha diagnéstica de IDCV tiene que ser tenida en cuenta en nifios a partir de 2 afios de
edad, sin embargo, para establecer el Dx probable de IDCV es necesario que el paciente sea

mayor de 4 afos de edad (17).

La fenotipificacion de las subpoblaciones de Li B para pacientes con IDCV fue planteada por
diferentes sistemas de clasificacion para relacionar los valores de las distintas subpoblaciones
de Li B con subgrupos clinicos, y en base a ello, poder adaptar terapias individuales, predecir el

riesgo de complicaciones y también contribuir a la interpretacion de su patogenia (2).

Si bien la disminucién de los Li Bm no es una caracteristica especifica relacionada a la IDCV, se
la puede usar para clasificar a los pacientes clinica e inmunolégicamente en subgrupos mas
homogéneos (2). Teniendo en cuenta la determinacion de las subpoblaciones de Li B, se
plantean diferentes sistemas de clasificacion para agrupar pacientes con el objetivo de predecir
futuras complicaciones (21, 22). La inmunofenotipificacién de Li B por citometria de flujo es una

herramienta clave en este aspecto. La clasificacion EUROclass surgida en el afio 2008, agrupa



a los pacientes con IDCV unificando las clasificaciones de Freiburg y de Paris propuestas en
afos anteriores (3, 21, 21). El consenso EUROclass propone la determinacion de las siguientes

subpoblaciones de Li B:

v' Células B totales

v' Células de memoria con switch
v' Células B transicionales

v' Células B CD21 low

En este consenso se concluye que, tanto la reduccion severa relativa de Li Bm con switch
(menos del 2% del total de Li B), como la expansion de Li B CD21low esta asociado a un mayor
riesgo de esplenomegalia y enfermedad granulomatosa (3). Niveles bajos de Li B con switch

también estarian asociados a infecciones frecuentes del tracto respiratorio (16).

Ademas se describe que las citopenias autoinmunes estan asociadas con disminucién de Li Bm

con switch, expansion de la poblacién de Li B CD21low (2).

Estos sistemas de clasificacion en base a las subpoblaciones de Li B estan disefiados para ser
interpretados Unicamente en pacientes adultos (3, 21, 22). Considerando las diferencias
significativas entre los valores normales de Li B en sus distintos estadios de maduracion, y a su
vez entre las distintas edades de los pacientes, es probable que los sistemas de clasificacion no

sean directamente aplicables a la poblacion pediatrica (23, 24).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el perfil de subpoblaciones de Li B de dos pacientes
pediatricos con IDCV gque estdn en seguimiento en el Hospital de Nifios de la Santisima

Trinidad de Coérdoba en comparacién con un grupo control sano de la misma Institucion.

MATERIALES Y METODOS

Muestra y tipo de estudio

Es un estudio prospectivo, de corte transversal, descriptivo y analitico de casos y controles. Se
incluyeron dos pacientes con Dx de IDCV de 4 y 16 afios de edad que fueron citados por los
médicos especialistas para su evaluacion. Los 2 pacientes estudiados presentaron infecciones
respiratorias graves a muy temprana edad (15 dias y 15 meses de vida). Tenian también

valores disminuidos de 1gG (138 y 388 mg/dl) y de IgA (9 y 17 mg/dl). Estos pacientes recibieron



tratamiento con gammaglobulina y presentaron afecciones intestinales a partir de los 3 y 5 afios
de vida (gastropatia con hipertrofia linfoidea y alteraciones intestinales tales como diarrea y
vomitos). Cuanto estos pacientes cumplieron 4 afios fueron reevaluados y diagnosticados con
IDCV segun los criterios de ESID (European Society for Immunodeficiencies) (17). Como grupo
control, se incluyeron 10 pacientes mayores a 4 afios de edad, que concurrieron al Hospital de
Nifios de la Santisima Trinidad de Coérdoba con solicitud de andlisis prequirdrgicos, sin ninguna
patologia asociada al sistema inmune, con pardmetros hematolégicos dentro de los rangos de
referencia normales para la edad. Se excluyd a aquellos pacientes que presentaban

antecedentes de IDP u otras enfermedades que afectan al sistema inmune.

A todos los pacientes incluidos en el estudio se les solicitd consentimiento y asentimiento

informado segun correspondia con la edad.

El estudio fue aprobado por el Comité Institucional de Etica en Investigacion en Salud (C.1.E.I.S.

del Nifio y del Adulto) de la Provincia de Coérdoba, Argentina.

Analisis por Citometria de Flujo de las subpoblaciones linfocitarias

Se tomaron muestras de sangre por puncién venosa con EDTA.

Para el estudio de subpoblaciones linfocitarias T (LiT) y B se utilizaron anticuerpos
monoclonales (Acm) marcados con diferentes fluorocromos por Citometria de flujo (FACS) con
un Citbmetro Coulter Epics XL, programa System I, y una Plataforma Dual o Mdltiple (CDC
1997).

De la muestra obtenida se tomaron 400 pl, se lavaron las células a marcar con PBS y se
distribuyeron 50 pl por cada tubo de citbmetro para su marcacion. Se utilizé la siguiente

combinacién de Acm (combinacion de 3 marcadores por tubo) para cada individuo:
Tubo 1: control de autofluorescencia
Tubo 2: CD8 (FITC)/ CD4 (PE)/ CD3 (PCy5) (Trichrome, Coulter Immunotech),
Tubo 3: 1gD (FITC)/ CD27 (PE)/ CD19 (PCy5) (Coulter Immunotech)
Tubo 4: CD21 (FITC)/ CD10 (PE)/ CD19 (PCy5) (Coulter Immunotech).

Se incubd durante 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad, luego se lisaron los glébulos

rojos con Cloruro de Amonio durante 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad; y



finalmente los tubos fueron adquiridos y analizados en el citdbmetro. Se identificaron los
linfocitos de acuerdo a su posicién en un grafico de tamafio (forward scatter —FS-) versus
°granularidad (side scatter —SS-). Se contaron 5000 elementos en la ventana (gate) de linfocitos
(para el tubo 2) o de Li B (CD19+, para los tubos 3 y 4). El recuento celular se expresé en

porcentajes. Se identificaron fenotipicamente las siguientes poblaciones celulares:

Li T (CD3*/ CD19)

Li T cooperadores (CD3*/CD4")

Li T citotéxico/supresores (CD3/CD8")
Li B (CD37 CD19%)

Li B naive/virgenes(CD19+/ IgD+/CD27-)
Li B m sin switch (CD19+/ IgD+/CD27+)
Li B m con switch (CD19+/ IgD-/CD27+)
LiB CD21low (CD19+/CD21+)
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Analisis estadistico

Para el andlisis de datos se utilizo el programa estadistico IBM SPSS Statistics23. Dado que el
tamafio muestral fue pequefio, los datos no presentaron una distribucion normal. Por lo tanto,
como test no paramétrico se utilizé la prueba estadistica U de Mann Whitney, para poder
realizar la comparacién de los valores de las subpoblaciones de Li B entre los dos grupos de

pacientes.

RESULTADOS

Se analizaron las subpoblaciones de Li B de 2 pacientes pediatricos con Dx de IDCV vy del

grupo control formado por 10 pacientes considerados sanos.

Para completar el analisis de las subpoblaciones linfocitarias fue necesario establecer los
valores de las subpoblaciones de Li T. En la tabla 1 se observan dichos valores dentro de los

valores de referencia normales para la edad.



Tabla 1: Valores de subpoblaciones de linfocitos T.

Linfocitos T totales Linfocitos T cooperadores | Linfocitos T
citotéxicos/supresores

Media (%) Rango (%) Media (%) Rango (%) Media (%) Rango (%)

Control 69,7 (57,0-81,0) [359 (24,0-48) |[27,7 (17-37)

IDcV 71,0 (70-72) 44,0 (44,0-44,0) | 18,5 (16-21)

En las Figuras | y Il se muestran los graficos de las subpoblaciones de Li B obtenidos por

citometria de flujo de un control sano y un paciente con IDCV.

Figura I: Grupo control. a) Gate de Li B a partir de SS vs CD19+. b) Dot plot IgD vs
CD27, identificacion de Li Bm sin switch, Li Bm con switch y Li B naive. ¢) Dot plot CD21 vs
CD19, identificacién de Li B CD21low.
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Figura ll: Paciente con Dx de IDCV. a) Seleccion de Li B a partir de SS vs CD19+. b)
Dot plot IgD vs CD27, identificacion de Li Bm sin switch, Li Bm con switch y Li B naive. c) Dot
plot CD21 vs CD19, identificacién de Li B CD21low.
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Al analizar los valores de las distintas subpoblaciones de Li B de 2 pacientes con IDCV
se observa que no hay diferencia significativa en cuanto a los valores de Li B totales, Li B naive,
Li Bm sin switch, Li Bm con switch y Li B CD21low (p valor >0,05) al comparar con el grupo
control. Esto indicaria que probablemente el porcentaje de estas células sea similar en ambos

grupos. Tabla 2. Figura Ill (A —E).

Tabla 2. Valores de subpoblaciones de linfocitos B.

Células analizadas | Grupos Media (% del total de | Rango (%)
linfocitos)
Linfocitos B Grupo 12,10 (7-18)
Control
IDCV 11,00 (11-11)
Células analizadas | Grupos Media (% del total de | Rango (% del total
linfocitos B) de linfocitos B)
Células B naive Grupo 69,28 (58,8-81,7)
Control
IDCV 63,10 (59,4-66,8)
Linfocitos B Grupo 2,40 (0,97-3,55)
memoria sin switch | Control
IDCV 1,41 (1,20-1,61)
Linfocitos B de Grupo 11,98 (6,97-15,6)
memoria con Control
switch IDCV 8,80 (8,43-9,16)
Células B CD21low | Grupo 4,11 (2,71-6,19)
Control
IDCV 3,37 (1,85-4,89)




Figura lll
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DISCUSION

En base a los resultados de este estudio podemos decir que, comparando los distintos tipos de
subpoblaciones de Li B de dos pacientes con Dx de IDCV con un grupo control, no
encontramos diferencias significativas en los porcentajes de Li B totales, Li B naive, Li Bm con y
sin switch y Li B CD21low.

La bibliografia menciona que los pacientes adultos con IDCV presentan ciertas diferencias en
los porcentajes de Li B, principalmente de Li Bm con switch y Li CD21low. Sin embargo, los
valores de estas células en los 2 pacientes estudiados resultaron similares a los valores del
grupo control (2, 21, 22, 25, 26). Posiblemente, si se incluyera un mayor numero de casos de
pacientes pediatricos con IDCV, el estudio podria mostrar alguna tendencia diferente a la

encontrada.

Los pacientes con IDCV pueden cursar con valores normales o disminuidos de Li B totales: en
un 40-50% estan ligeramente reducidos, mientras que un 13% de los mismos tienen menos del
3% de Li B en SP (2, 17). En este trabajo ambos pacientes presentaron Li B normales (segun

los valores de referencia para la edad) arrojando un valor medio de 11%.

Existen publicaciones que describen aumento de las células CD21low en algunos pacientes con
IDCV, indicando que el aumento de las células B CD21lowse asociaria a una gran proliferacion,
lo que sugiere un retardo en el desarrollo (arresto madurativo) mas que aumento de produccion
en MO (3, 18, 26). También se menciona que la expansién de las CD21llow representa el
marcador asociado a esplenomegalia (17). En nuestro caso las células CD21llow de los 2

pacientes resultaron con valores similares a los del grupo control.
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Las diferencias encontradas entre el presente trabajo y lo que se menciona en diversas
publicaciones podrian estar asociadas al tamafio muestral, siendo nuestra poblacion de estudio
muy pequefia. Esto se debe tanto al dificil Dx de esta patologia, como a los pocos pacientes
que la padecen dada su baja prevalencia y a las dificultades que presentaron los médicos de
nuestra institucion para que mas pacientes registrados con esta patologia concurrieran a la

consulta en tiempo y forma.

La hipogamaglubulinemia y la falta de respuesta de Acs especificos se asocian a una
disminucion en la diferenciacion del Li B a Li Bm y célula plasmatica. Los Li Bm con switch
estan disminuidos en un 80-90% de los pacientes con IDCV (2). La disminucién de los Li Bm
con switch en SP es un indicador de alteracion a nivel del centro germinal (5, 27). El porcentaje
de Li Bm con switch es importante también para el Dx de pacientes con IDCV ya que su
disminucion esta incluida dentro de los criterios diagndsticos de esta patologia. Pacientes con Li
Bm con switch bajas tendrian mayor predisposicion al desarrollo de bronquiectasia y procesos
autoinmunes (4). Sin embargo, los 2 casos con IDCV estudiados resultaron con valores de Li

Bm con switch similar al grupo control.

A su vez, la activacion y diferenciacion del Li B depende de la interaccién con los Li T, por lo
que se plantea un importante rol de las células T en este aspecto (14, 19, 27). Ello sugiere
evaluar también el porcentaje y la funcionalidad de estas Udltimas. En los 2 pacientes
estudiados, el porcentaje de células T se encontré dentro de los rangos de referencia normales

para la edad.

En cuanto a las manifestaciones clinicas, edad al Dx y la importancia de realizar la evaluacién
de las subpoblaciones de Li B, se puede agregar que, el Dx de IDCV en una edad avanzada se
ha visto relacionado a pacientes con complicaciones leves o ausentes, comparado a pacientes
gue se diagnostican a una edad media con las complicaciones tipicas de la enfermedad. Esto
confirmaria la experiencia reportada que, nifios con IDCV tienen mayor incidencia de
complicaciones asociadas a la enfermedad, lo que demuestra la importancia del fenotipo clinico

para predecir evolucion (10).

La determinacion del inmunofenotipo de subpoblaciones de Li B, esta siendo cada vez mas
utilizado para clasificar pacientes con IDCV en distintos grupos con diferente prondstico clinico.
Debido a la inmadurez que presenta el Sl en los nifios, las clasificaciones que se describen
hasta la actualidad no podrian ser aplicables a este grupo etario debido a que los valores de

referencia en los distintos estadios del Li B varian mucho en la poblacion pediatrica. Con lo cual

12



se plantea la necesidad de elaborar alguna clasificacion especifica para ser aplicada en nifios
(24).

CONCLUSION

En este estudio se podria concluir que los valores de Li B, Li B naive, Li B m sin switch, con
switch y Li B CD21llowde 2 pacientes con IDCV no presentaron diferencias significativas en
cuanto a los porcentajes de estas células respecto al grupo control. Estos resultados no
permitieron clasificar a estos 2 pacientes pediatricos tal como mencionan gran parte de las
publicaciones para pacientes adultos. Hasta el momento no hay trabajos publicados que
apliquen estos sistemas de clasificacién a pacientes pediatricos con IDCV. La evaluacion de las
subpoblaciones de Li B para el Dx y clasificacién de pacientes con IDCV se podria realizar a
través de estudios multicéntricos ampliando la posibilidad de incluir mayor nimero de casos,

debido a la baja prevalencia de esta patologia y su dificil Dx en la poblacién pediatrica.
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