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DEFECTOS FUNCIONALES INTRINSICOS VIA CD3 
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CON HERPESVIRUS SAIMIRI DE UN SUBGRUPO DE 

PACIENTES CON INMUNODEFICIENCIA 

COMÚN VARIABLE (CVID) 
 

AUTOR: JUAN ANTONIO GARCIA CABANILLAS 

DIRECTOR: JOSE R. REGUEIRO GONZALEZ-BARROS 
 

 La Inmunodeficiencia Común Variable (CVID) es un síndrome muy heterogéneo caracterizado por una 
hipogammaglobulinemia de etiología desconocida. Aunque el defecto primario permanece desconocido, varios 
trabajos previos describen disfunciones en los linfocitos T de sangre periférica en una importante proporción de 
pacientes con CVID, que pueden afectar a la colaboración entre células T y B. Con la intención de investigar si 
tales defectos putativos son intrínsecos a las células T o por el contrario, secundarios a diferencias cuantitativas 
en la distribución de subpoblaciones T o a otros desórdenes descritos, hemos utilizado el Herpesvirus saimiri 
(HVS) para la transformación de linfocitos T CVID CD4+ y CD8+ T y para la posterior evaluación funcional, 
mediante citometría de flujo, de su capacidad para inducir moléculas de superficie (CD154, CD69) o factores 
solubles (IL-2, TNF-α, IFN-γ) implicados en la colaboración con las células B. Inesperadamente, los resultados 
mostraron que la exposición de 40 diferentes muestras de sangre de pacientes con CVID al HVS dio lugar a la 
obtención de líneas transformadas de linfocitos T CD4+ con una frecuencia significativamente mayor que la 
obtenida con la exposición de 40 muestras de sangre de donantes sanos, pareados en sexo y edad (27% vs. 3%, p 
=0.00002). Esto sugiere la existencia de una señal específica en los CVID que afecta a la eficacia de 
transformación de la subpoblación CD4+. El análisis funcional de 10 líneas CD4+ y 15 líneas CD8+ 
transformadas puras de linfocitos T de pacientes CVID no reveló ninguna diferencia estadísticamente 
significativa comparado con sus controles. Sin embargo, la mitad de las líneas de células CD4+ transformadas 
mostró una inducción de la molécula de superficie CD154 (pero no de CD69) (valor medio de 46.8%) por debajo 
de la inducción más baja conseguida en los controles tras estimulación con anti-CD3 (valor medio de 73.6%, p = 
0.004). Exactamente las mismas 5 líneas mostraron, además, una significativa reducción en la inducción del 
factor soluble IL-2 (p = 0.008), pero no de otras citocinas como TNF-α o IFN-γ. Ninguna de estas diferencias 
fue observada en el resto de líneas CD4+ ni en ninguna de las líneas CD8+ transformadas analizadas. 
 Por lo tanto, un subgrupo de pacientes CVID muestras una incapacidad selectiva e intrínseca de las 
células T CD4 + para la inducción tanto de moléculas de superficie (CD154) como factores solubles (IL-2) 
directamente implicados en la cooperación con los linfocitos B, lo que puede estar directamente afectando a la 
capacidad de producción de inmunoglobulinas por parte de estas últimas. Los linfocitos T transformados pueden 
ayudar para establecer los mecanismos bioquímicos responsables de los defectos descritos. 
 
 
 Este trabajo ha sido realizado con financiación del Fondo de Investigación Sanitaria (FIS 96/0860), 
utilizando instalaciones del Centro de Técnicas Inmunológicas y del Departamento de Inmunología de la 
Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid. 
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MAP(K) Proteínquinasa activada por mitógenos 
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PBS Tampón fosfato salino 
PE Ficoeritrina 
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PI Fosfatidilinositol 
PIP2 Fosfatidil 4,5 bisfosfato 
PKC Proteína quinasa C 
PLC Fosfolipasa C 
PLCγ1 Fosfolipasa Cγ1 
PMA Acetato de forbol mirístico 
PWM Mitógeno Pokeweed 
rIL2 Interleucina 2 recombinante 
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TCR (CD3) Receptor para antígeno de la célula T 
TNFα Factor α de necrosis tumoral  
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1 La síntesis de 
inmunoglobulinas 

 

1.1 Fisiología 
 
1.1.1 Activación del linfocito B 

 
La respuesta inmune humoral, mediada por células B y sus productos (los 

anticuerpos), tiene como principales misiones la eliminación de parásitos extracelulares y la 

prevención de la expansión sistémica de las infecciones intracelulares. Estos trabajos son 

llevados a cabo de varias maneras diferentes (Figura. 1). Una de ellas implica la 

neutralización del patógeno –inhibición de sus efectos tóxicos o capacidad infectiva– por 

unión directa del anticuerpo a su superficie. Este mecanismo es eficaz frente a virus o 

bacterias intracelulares que necesitan interacciones con moléculas receptoras de la superficie 

de la célula blanco para internalizarse y poder expandirse. En otras, los patógenos 

extracelulares, o los intracelulares que no se ocultan bien, son combatidos por las moléculas 

de anticuerpo favoreciendo su detección por células especializadas en su destrucción 

(fagocitos, células citolíticas). Estas células emplean bien los receptores para la porción Fc de 

las inmunoglobulinas, o bien los receptores para las proteínas del complemento que las Igs 

activan por la vía clásica. El proceso de «preparación para la fagocitosis» se conoce como 

opsonización. Pero para poder desarrollar estas funciones es necesario que los linfocitos B 

vírgenes o de memoria que se encuentran en reposo sean activados por el antígeno. A estos 

linfocitos B recientemente activados se les denomina linfocitos B efectores, y son los 

responsables directos de la inmunidad humoral. 

 
La producción de anticuerpos frente a un antígeno requiere 
la cooperación de linfocitos Th2 específicos del mismo antígeno 

 

 Los linfocitos T cooperadores (CD4 positivos) están especializados en la activación de 

otros tipos celulares, y entre ellos pueden distinguirse los linfocitos Th1 (inflamatorios), 

implicados en la activación de macrófagos, y los linfocitos Th2, que son los responsables de 
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la activación de las células B. Las respuestas mediadas por anticuerpos frente a antígenos 

de tipo protéico requieren la cooperación de células Th2. Los linfocitos T y B implicados 

en este tipo de respuestas han de ser específicos para el mismo antígeno (aunque no reconocen 

necesariamente los mismos epítopos). 

 Tras la interacción del linfocito B con el antígeno para el que es específico éste se 

activa parcialmente y expresa, por ejemplo, receptores para citocinas. Además, el complejo 

inmunoglobulina/antígeno es internalizado, el antígeno procesado y finalmente presentado 

asociado a MHC-II. Las células Th2 que reconocen el péptido presentado por el MHC del 

linfocito B se activan y envían señales –vía contacto directo (CD40L, ahora CD154), vía 

factores solubles (IL-4, IL-10, IL-13) –que activan y expanden el clon de linfocitos B. Estas 

células Th2 efectoras podrán haber sido previamente activadas por otros linfocitos B o, más a 

menudo, por macrófagos o células dendríticas. Si esta interacción T/B antígeno-específica 

no se produce, el linfocito B no logra diferenciarse a célula plasmática para producir 

anticuerpos. La célula B que no reciba las señales accesorias, además, queda incapacitada 

para respuestas posteriores (Figura 2) y se le denomina anérgica. 

 
El cambio de isotipo por los linfocitos B requiere la cooperación de los linfocitos Th1 o Th2 

 

La porción variable de la estructura de las moléculas de anticuerpo es la responsable de la 

interacción con el antígeno, mientras que la región constante (isotipo) controla su función 

efectora concreta. Anticuerpos con la misma especificidad por antígeno pero de distinto 

isotipo pueden mediar respuestas diferentes (lisis, fagocitosis, inflamación) y es posible que, 

con objeto de generar una respuesta inmune más eficaz, cierta región variable se combine con 

una concreta región constante en determinado momento y, posteriormente, con otra, en un 

proceso conocido como cambio o switch de isotipo. En un principio las células B producen 

cadenas µ y por tanto anticuerpos del tipo IgM. Sin embargo, tras la estimulación por 

antígeno los linfocitos B proliferan y se diferencian, pudiendo producir anticuerpos de 

otros isotipos –aunque no de otra especificidad (salvo mediante hipermutación somática), ya 

que los genes que codifican las regiones variables han sufrido una recombinación somática 

irreversible previa a la síntesis de inmunoglobulinas–. De este modo una determinada región 

variable reordenada puede ser utilizada en anticuerpos de diferente isotipo en el transcurso de 

una respuesta inmune, cambiándose su función efectora. Este cambio de isotipo sólo ocurre 

en el caso de las cadenas pesadas e implica la existencia de sitios específicos de 

recombinación en los genes constantes. Durante el cambio de isotipo se produce la 
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recombinación entre dos de estos sitios, con la consiguiente pérdida del DNA contenido entre 

ellos, y la transcripción puede tener lugar ahora desde la región VH hasta la nueva región 

constante. Estos sitios de recombinación se denominan de switch (S) y se localizan en 

posición 5’ de todos los genes C excepto del δ, que siempre es coexpresado con µ por 

transcripción diferencial y posterior escisión intrónica o ayuste (Figura 3). 

 El cambio de isotipo tiene lugar en células B activadas por antígeno y está regulado 

por células T cooperadoras (Th1 y Th2). La ayuda prestada por la célula Th al linfocito B se 

lleva a cabo a dos niveles: uno que implica contactos directos a través, nuevamente, de 

CD40/CD40L y otro controlado por factores solubles (citocinas). Algunas de estas citocinas 

son las mismas que se encontraban implicadas en la inducción de proliferación de los 

linfocitos B (IL-4). Mientras que la necesidad de contactos directos parece universal para 

todos los isotipos, ciertas citocinas inducen cambios de isotipo selectivos (Figura 4). Todas 

las citocinas actúan del mismo modo: haciendo accesibles a las recombinasas 

correspondientes las regiones S situadas antes de los genes constantes. Por tanto, las células T 

cooperadoras regulan tanto la producción de anticuerpos por las células B (Th2) como su 

isotipo (Th1 y Th2), que determina, en última instancia, la función efectora de dicho 

anticuerpo. 

 La vía de activación por contacto más importante es la mediada por el par 

CD40L/CD40 –sobre las células T y B respectivamente–. CD40L es esencial para el 

cambio de isotipo de los linfocitos B: individuos deficientes en dicha molécula sólo 

sintetizan IgM. 

 Las células T también reciben señales de las B para el cambio de isotipo (Figura 4). 

La interacción CD28/CD80, por ejemplo, está implicada en la intensificación de la síntesis de 

citocinas por los linfocitos. 

 
Los linfocitos B efectores sufren mutaciones somáticas y son seleccionados positivamente 
por el antígeno en los centros germinales de los tejidos linfoides 

 

 Las respuestas del organismo mediadas por anticuerpos mejoran con el tiempo, 

respecto al primer contacto con antígeno. Este perfeccionamiento de la respuesta inmune 

humoral se conoce como maduración de la afinidad, y es la consecuencia de los procesos de 

hipermutación somática en los genes de las inmunoglobulinas y posterior selección de los 

clones B de mayor afinidad. Tiene lugar en los centros germinales del bazo y de los ganglios. 

Algunas de las células B que han sido activadas por los linfocitos Th en las zonas T de los 
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órganos linfoides secundarios se diferencian a células plasmáticas productoras de anticuerpos 

y emigran a la médula ósea. Otras migran hacia los folículos primarios del órgano linfoide 

correspondiente y comienzan a proliferar muy rápidamente, llamándose entonces 

centroblastos. De este modo se produce en muy poco tiempo un gran aumento en el número 

de células B específicas para el antígeno que había iniciado la respuesta. Finalmente estas 

células maduran y dejan de dividirse, llamándose entonces centrocitos y constituyendo el 

centro germinal. Cada uno de estos centros se origina a partir de una o muy pocas de las 

células B que colonizó el folículo. Es fundamental en su formación la participación de las 

llamadas células dendríticas foliculares –de origen incierto–, que actúan como eficaces 

presentadoras de antígeno nativo e inducen proliferación/selección de las células B ya 

activadas: el resultado final es la maduración de la afinidad de la respuesta humoral. 

 Los procesos de hipermutación somática y posterior selección por antígeno que 

subyacen a la maduración de la afinidad de la respuesta inmune humoral tienen lugar durante 

el contacto con la célula dendrítica folicular. La hipermutación somática afecta a los genes 

variables de las inmunoglobulinas ya reordenados y también al DNA próximo –la mayoría de 

las mutaciones se concentra a nivel de las regiones hipervariables–, pero no a los genes que 

codifican las regiones constantes. Los nuevos receptores formados se expresan en la progenie 

de las células que se estaban dividiendo activamente en el centro germinal. Alguna de estas 

células derivadas de los linfocitos B formadores del centro germinal pueden dar lugar a 

células plasmáticas. En cualquier caso, lo más frecuente es que mueran –por apoptosis–, a no 

ser que sean rescatadas de este fin por contacto directo con antígeno, que es presentado por las 

células dendríticas foliculares (selección positiva por antígeno). Por tanto, todos aquellos 

linfocitos B cuyos nuevos BCR tengan menor afinidad que el de la célula de la que proceden 

son eliminados. Este proceso de selección positiva de los linfocitos B a nivel de los centros 

germinales es análogo a la selección positiva de los timocitos, pero a diferencia de ésta se 

produce durante la respuesta misma, y no durante la ontogenia, como en el caso de los 

linfocitos T. 

 
Los linfocitos B seleccionados se diferencian a células plasmáticas o a células de memoria 

 

 Los linfocitos B seleccionados positivamente en el centro germinal pueden 

diferenciarse bien a células plasmáticas productoras de anticuerpos, bien a células B de 

memoria. El que se conviertan en uno u otro tipo celular depende probablemente de las 

señales recibidas en el momento de abandonar el centro germinal. Se cree que la 
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diferenciación hacia célula plasmática es debida a las señales recibidas por el linfocito B a 

través del correceptor CD19/CD21/CD81 desde la molécula CD23 expresada en la membrana 

de las células dendríticas foliculares o liberada de forma soluble al medio por estas mismas 

células. Va acompañada de importantes cambios en la morfología, fenotipo y función de la 

célula que se diferencia. Las células plasmáticas no se dividen, no cambian de isotipo y no 

sufren mutación somática. Además, no expresan en su membrana ni inmunoglobulinas ni 

MHC de clase II, y no pueden, por tanto, interaccionar ni con antígenos ni con linfocitos Th, 

de modo que la producción de anticuerpos por dichas células es independiente de ambos. 

 La diferenciación hacia células de memoria dependería de las señales recibidas por el 

linfocito B a través de CD40 desde su ligando en los linfocitos T, requiriendo, por tanto, 

nuevos contactos con linfocitos Th. 

 

RESUMEN. Los linfocitos B mediante sus productos (las Igs) son las células efectoras de la 

respuesta inmune humoral, y tienen como principales tareas la eliminación de patógenos 

extracelulares y el control de la posible extensión de infecciones intracelulares. Para que los 

linfocitos B, puedan poner en marcha estas funciones y diferenciarse hacia linfocitos B 

efectores y finalmente a células plasmáticas, es necesaria su activación por antígeno.La 

producción de anticuerpos (IgM) frente a un antígeno requiere la cooperación de llinfocitos 

Th2 específicos del mismo antígeno, que emiten señales accesorias en forma de contactos y 

citocinas. Además, y con objeto de generar una respuesta inmune más eficaz en sucesivos 

contactos con un mismo antígeno (respuesta secundaria), los linfocitos B efectores pueden 

modificar el isotipo de la inmunoglobulina que producen y con ello las funciones efectoras 

que dependen de él. El proceso de cambio de isotipo está controlado también por células T 

cooperadoras (Th1 y Th2 esta vez) y nuevamente son contactos B/T – especialmente 

CD40/CD40L– y distintas citocinas los modos de ejercer ese control. La afinidad de la 

respuesta humoral mejora con el tiempo respecto a la existente en el primer contacto con el 

antígeno. Esta maduración de afinidad de la respuesta humoral es la consecuencia directa de 

los procesos de hipermutación somática –que afecta a los segmentos V de los genes de las 

inmunoglobulinas pero no a los C– y posterior selección de los clones B de mayor afinidad. 

Tiene lugar en los centros germinales del bazo y ganglios y es fundamental para su 

consecución la participación de las denominadas células dendríticas foliculares. Sólo los 

linfocitos B cuyos nuevos receptores poseen una mayor afinidad que los de las células de las 

que procedían abandonan el centro germinal y pueden dar lugar a células plasmáticas o a 

células de memoria. El resto muere por apoptosis. La diferenciación a célula plasmática 
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requiere contactos de las células dendríticas foliculares, mientras que la diferenciación hacia 

células de memoria implica contactos de los linfocitos Th. 

 

1.1.2 Activación del linfocito T 
 

Las células T, producidas en el timo, son, quizá, las células más importantes de la 

respuesta inmune adaptativa. La mayoría de ellos (linfocitos Tαβ, ver un poco más adelante) 

comparten una curiosa manera de reconocer antígeno -en el seno de las moléculas de MHC 

propias- y la estructura receptora necesaria para este reconocimiento (Fremont y cols 1996). 

 

 Existen dos subpoblaciones principales de linfocitos T, la Tαβ (mayoritaria en 

humanos, Brenner y cols 1986) y la Tγδ (minoritaria y poco conocida, Li y cols 1998). Entre 

los primeros se distinguen, a su vez, las células pertenecientes al linaje CD4 (Th, 

cooperadoras) y las pertenecientes al linaje CD8 (Tc, citotóxicas). Los linfocitos Th actúan 

como coordinadores de la respuesta inmune -controlan la acción de otros linfocitos y de 

macrófagos- y los Tc son responsables de la destrucción de células infectadas. 

 

 Los linfocitos Th reconocen, además, el antígeno cuando éste les es presentado por 

moléculas MHC de clase II, y los linfocitos Tc ven antígeno en el contexto de las moléculas 

MHC de clase I (von Boehmer y cols 1989). 

 

 Por otra parte, las células T de un individuo -repertorio útil- no son más que el 

resultado de un proceso indiscriminado de generación -repertorio posible- seguido de un 

posterior proceso de selección en el que se eliminan la mayoría de las células producidas. Este 

mecanismo global de selección (suma de los procesos de selección positiva y negativa) 

garantiza la eficacia (afinidad /especificidad adecuadas) de los linfocitos que finalmente 

constituirán nuestra principal barrera de células de defensa adaptativa (Moller 1993, Nossal y 

cols 1994). Este proceso de selección no es más que una comprobación de cómo es y cómo 

funciona el receptor para antígeno (complejo TCR/CD3) expuesto en la membrana de las 

células que pretenden convertirse en linfocitos T. Por ello el conocimiento de la composición 

y organización de esta macroestructura es determinante para el buen entendimiento de la 

fisiología de la respuesta inmune adaptativa. 
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El receptor para antígeno del linfocito T: Complejo TCR/CD3: Generalidades 
 
 A diferencia de los linfocitos B, que prefieren reconocer antígenos libres, los linfocitos 

T αβ se han especializado en el reconocimiento de fragmentos de antígenos presentados por 

moléculas del complejo principal de histocompatibilidad, sobre la superficie de las células 

presentadoras de antígeno (APC) o de las células diana (Fremont y cols 1996). Para este fin, 

los linfocitos T disponen de un conjunto de proteínas de membrana denominado receptor para 

antígeno de la célula T o complejo TCR/CD3 (T-cell receptor). Este complejo está compuesto 

por dos cadenas variables, glicosiladas, que forman un heterodímero estabilizado por puentes 

disulfuro, TCR, y un conjunto de proteínas invariantes denominadas colectivamente complejo 

CD3 (Reinherz y cols 1982, Clevers y cols 1988) (Figura 1). Ambos grupos se asocian entre 

si, formando el complejo receptor TCR/CD3 completo (Wegener y cols 1992). 

 

 El heterodímero TCR es el encargado del reconocimiento antigénico. La mayor parte 

de los linfocitos T (entre el 90-95% de las células T periféricas) utiliza como unidades 

variables a las cadenas TCRα y TCRβ. Una pequeña subpoblación (5-10%) de linfocitos T 

utiliza, sin embargo, otras cadenas variables diferentes denominadas TCRγ y TCRδ. Aunque 

la secuencia de las cadenas variables es completamente distinta entre los TCRαβ y γδ, su 

organización génica general -y por tanto su estructura proteica global- es muy parecida y 

recuerda a la de las inmunoglobulinas al tener regiones constantes (C), variables (V), de unión 

(J) y, en algunos casos, de diversidad (D) (Borst y cols 1993, Rowen y cols 1996). 

 

Las regiones V, J y (en su caso) D son las encargadas de llevar a cabo el 

reconocimiento del fragmento de antígeno presentado por la molécula de histocompatibilidad. 

Pero en este reconocimiento no hay división de funciones: ambas cadenas α y β (¿o γ y δ?) 

participan simultáneamente en los contactos con el antígeno y con la molécula de 

histocompatibilidad, sin que ninguna de ellas se especialice en reconocer una u otra 

estructura. La posibilidad de reconocer una casi infinita variedad de antígenos es debida a los 

reordenamientos clonales que sufren los genes V, D y J durante la ontogenia (Davis, 1990), 

que permite la generación de 1017-1020 tipos de receptores distintos en un individuo concreto 

(Weiss, 1990). La región C contiene los dominios de anclaje a la membrana (ricos en residuos 

hidrofóbicos) y los dominios intracelulares (compuestos por tan solo 5 a 12 aminoácidos) e 
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incapaces, por si mismos, de acoplar la señal generada por la unión del antígeno con la 

maquinaria intracelular encargada de la transducción de señales. 

 

 Las cadenas del TCR se encuentran asociadas de forma no covalente a un conjunto de 

proteínas invariables llamadas CD3γ, CD3δ, CD3ε y ζ (Clevers y cols 1988) que cumplen dos 

funciones fundamentales. Por un lado son necesarias para el ensamblaje y expresión en 

membrana del receptor de la célula T, y por otro son las encargadas de transmitir las señales 

de reconocimiento del antígeno al interior celular (Ashwell y Klausner, 1990). Las cadenas 

CD3γ, CD3δ (ambas glicosiladas y de gran similitud, Krissansen y cols 1986) y CD3ε (no 

glicosilada) pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas y se encuentran codificadas 

por genes próximos entre si y localizados en el cromosoma 11 (Tunnacliffe y cols 1987). La 

cuarta cadena CD3 es CD3ζ, y se asocia al complejo TCR, bien en forma de homodímeros ζζ 

(en el 90% de los complejos TCR/CD3), o bien formando heterodímeros con otras cadenas de 

su misma familia [cadena η -derivada de un procesamiento alternativo en el ARNm de la 

cadena ζ, Clayton y cols 1991- o la cadena γ del receptor para Fcε, Baniyash y cols 1988; 

Orloff y cols 1990]. La cadena ζ, codificada en el cromosoma 1 (Baniyash y cols 1989), es 

completamente distinta en su secuencia de las cadenas CD3 y es, en cambio, parecida a una 

cadena que forma parte del receptor para el fragmento Fc de la IgE (FcεRI) y que transmite 

señales para él. Otra diferencia entre las cadenas tipo ζ y las de la familia CD3 es que 

aquellas, pero no estas últimas, se asocian a otras proteínas además de al TCR, y forman 

parte, por ejemplo, del receptor para el fragmento Fc de la IgG en células NK (FcγRIII), para 

el que también transmiten señales. 

 
Activación fisiológica de la célula T 
 
 Como se acaba de exponer el receptor para antígeno de la célula T es un gran 

complejo multiproteico, construido mediante la asociación de dos cadenas variables -TCRα y 

β o TCRγ y δ, responsables del reconocimiento antigénico- con varias cadenas accesorias 

invariantes -cadenas CD3-. Estas últimas son fundamentales para anclar el receptor a la 

membrana (también para su transporte) y determinantes para la puesta en marcha de los 

mecanismos de señalización celular. La interacción con antígeno supone, en última instancia, 

la activación del linfocito T e implica la transcripción de determinados genes y el bloqueo de 

otros, típicos de células en reposo. Cómo se llega del receptor al núcleo y con ello a la 
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apertura /cierre de distintos genes es lo que se trata de resumir en este apartado (B Malissen y 

cols 1993). 

 

 Las cadenas CD3 son proteínas transmembrana y poseen, además de la lógica región 

transmembranal, un dominio extracelular (tipo inmunoglobulina) y una larga cola 

citoplasmática en la que se han detectado unas secuencias altamente conservadas 

denominadas ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs) fundamentales en 

las etapas iniciales del proceso de señalización. Las secuencias ITAM son esencialmente dos 

residuos de tirosina (Y), separados entre si por aproximadamente 13 aminoácidos, blanco de 

fosforilaciones mediadas por las quinasas asociadas al receptor (Klausner y cols 1991). La 

secuencia canónica de los ITAM viene a ser la siguiente:...Yxxx[L/V]x7-11Yxx[L/V]... (Weiss 

y Littman 1994). Todas las cadenas CD3 contienen un motivo ITAM, excepto CD3ζ que 

contiene tres, de modo que en un complejo TCR/CD3 completo (TCRαβCD3εδεγζ2) existen 

10 secuencias de este tipo. Cuando un linfocito T se aproxima a una célula para inspeccionar 

el contenido de sus moléculas de histocompatibilidad por medio de su TCR tienen lugar, al 

mismo tiempo, otras interacciones moleculares de suma importancia (Matsui y cols 1991). En 

los momentos iniciales de la interacción celular es muy importante un conjunto de moléculas 

(ej. CD11a/CD18, CD43, CD45) globalmente designadas como moléculas accesorias e 

implicadas en el "amarre" de las dos células que interaccionan. En esta situación puede tener 

ahora lugar la inspección antigénica propiamente dicha. Si no se produce el reconocimiento, 

el linfocito T se separa sin cambios para proceder a nuevos anclajes e inspecciones, pero si 

por el contrario sí se produce reconocimiento específico, entonces la adhesión inicial se 

intensifica, se produce una agregación local de proteínas accesorias en la zona de 

reconocimiento y el complejo TCR/CD3 comienza a distribuir señales de activación (o 

inhibición) al interior celular. 

 

 Entre las moléculas más importantes para la activación de la célula T se encuentran las 

proteínas CD2 y CD28 (De Franco, 1991; Van Lier y cols 1991, Yang y cols 1996), CD43 

(¿inhibidora? Rosentein y cols 1993), CD45 (Trowbridge y cols 1994), LFA-1 (Desroches y 

cols 1991) y especialmente los correceptores CD4 y CD8 (Hara y cols 1991), que 

interaccionan también con la molécula de histocompatibilidad presentadora (aunque a través 

de regiones conservadas). Muchas de estas moléculas accesorias se encuentran asociadas 

directa o indirectamente a proteínas con actividad tirosina quinasa o fosfatasa y, aunque no se 

conozcan con precisión todas las señales de activación/inhibición por ellas emitidas, es 
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posible que el linfocito T utilice estas moléculas para identificar o seleccionar a su 

interlocutor celular mientras inspecciona sus moléculas de histocompatibilidad y decide cual 

será su respuesta. 

 

 En cualquier caso, la señal de activación de la célula T pasa por el "uso" de las 

mencionadas secuencias ITAM del complejo CD3. El comienzo del proceso señalizador 

supone el concurso de dos proteínas con actividad Tyr-quinasa de la familia src, denominadas 

p56lck (lck, asociada de forma constitutiva a los correceptores CD4 y CD8, Shaw y cols 1990, 

Turner y cols 1990, Chow y cols 1995) y p59fyn (fyn, que interacciona con las colas 

citosólicas de las cadenas CD3ζ y CD3ε, Samelson y cols 1990, Sarosi y cols 1992). Ambas 

quinasas están implicadas en la fosforilación de las secuencias ITAM de las cadenas CD3 

(Iwashima y cols 1994, van Oers y cols 1996). Estas proteínas lck y fyn se encuentran 

normalmente inactivas, y su activación supone la eliminación de un grupo fosfato de un resto 

de Tyr de su dominio catalítico. Este proceso está mediado por la fosfatasa CD45 

(Trowbridge y cols 1994). 

 

 Las quinasas asociadas al correceptor son cruciales en la activación de la célula T, y 

por ello la señalización óptima a través del TCR/CD3 implica la asociación de ambos 

elementos, receptor y correceptor. De esta manera se consigue aproximar físicamente la 

quinasa lck (en estas etapas más importante que fyn) a sus dianas de fosforilación (ITAMs) y 

otra Tyr-quinasa fundamental en la célula T, ZAP70 (Weiss y Littman 1994, Chan y cols 

1992, Chan y cols 1994), capaz de interaccionar con los dominios ITAM fosforilados de la 

cadena ζ, y que fosforila a su vez a otras proteínas, adaptadores, permitiendo que pueda 

continuar la cascada de activación del linfocito T. 

 

La propagación de la señal de activación supone la participación de otras muchas 

proteínas, entre las que destaca por su importancia la fosfolipasa C (PLC) (June y cols 1990). 

Esta proteína escinde, por una parte, las moléculas de fosfatidilinositolbisfosfato (PIP2) de la 

membrana plasmática liberando moléculas de diacilglicerol (DAG) e inositoltrisfosfato (IP3), 

que se convierten en fundamentales segundos mensajeros en el proceso de activación (Noh y 

cols 1995). El IP3 actúa sobre los canales celulares de Ca2+, contribuyendo al aumento de la 

concentración intracelular del ion (Putney 1990, Berridge y cols 1993), y el DAG activa -en 

acción conjunta con el Ca2+ recién liberado- a otra proteína, con actividad Ser/Thr-quinasa, 

esencial en el proceso de señalización celular, denominada proteínquinasa C (PKC) (Szamel y 
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cols 1995). El Ca2+ activa, además, a otras muchas enzimas Ca2+-dependientes en su 

funcionamiento, entre las que sobresale la calcineurina (Crabtree y cols 1994). Por otra parte 

la PLC activa directamente a otra serie de proteínas dependientes de GTP (ej. Ras) que inician 

a su vez la cascada de activación mediada por las denominadas MAP quinasas (Jacinto y cols 

1998). 

 

La acción conjunta de todos estos elementos señalizadores -enzimas activados vía 

PKC, proteínas Ca2+-dependientes y la ruta de las MAP quinasas- induce la activación de 

factores de transcripción responsables de la lectura de genes implicados en proliferación y 

diferenciación (Jacinto y cols 1998). La PKC activa el factor NFκB (Loh y cols 1996); el ion 

Ca2+ activa a la calcineurina, que induce a su vez otro factor de transcripción, NFAT, y a 

través de la ruta de las MAP quinasas se activa el factor AP1 (necesario para la acción del 

NFAT) (Northrop y cols 1994, Rao 1994, Baier-Bitterlich y cols 1996). Finalmente se 

transcriben distintos genes implicados en el proceso global de activación celular. Quizá uno 

de los más importantes, y muy relevante a nuestro trabajo, sea el gen de la IL2 (Pacheco-

Castro y cols 1998). ¿Qué papel desempeña la cadena CD3γ, un elemento señalizador tan 

temprano, en la apertura del gen de esta citoquina?. Otros genes importantes inducidos más o 

menos tardíamente tras la activación del linfocito T incluyen marcadores de activación, como 

CD69 y CD154 expresados a las 2-6 h del reconocimiento antigénico y cruciales para la 

señalización del estado funcional en que se encuentra la célula (CD69) (Sánchez-Mateos y 

cols 1991) o bien para transmitir la señal de activación a otras células (CD154) (Yang y 

Wilson, 1996); otras citoquinas (distintas a la IL2) o genes más tardíos implicados en los 

procesos de proliferación celular y por tanto responsables de la expansión del clon(es) 

específico(s) del antígeno que desencadena la respuesta o la producción de moléculas de 

"ataque" (perforinas) implicadas en la eliminación de patógenos intracelulares (Figura 4).  
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1.2 Patología 
 
1.2.1 Inmunodeficiencias primarias conocidas y desconocidas 
 
 Las inmunodeficiencias humanas son una categoría heterogénea de enfermedades, que 

engloba los defectos del sistema inmunitario. Las inmunodeficiencias se clasifican en 

primarias o congénitas (ID) cuando la causa es una mutación en un gen del sistema 

inmunitario, o en secundarias o adquiridas cuando es una causa externa al propio sistema 

inmunitario el que provoca la deficiencia (Report of a WHO Scientific Group 1998). Las 

inmunodeficiencias primarias son muy poco frecuentes, de herencia autosómica recesiva (AR) 

o ligada al cromosoma X (LX) y se agrupan de acuerdo con el tipo celular que se encuentra 

más afectado, en su número y/o en su función; en alguna de estas deficiencias se conoce el 

gen causante de la enfermedad, aunque hay otras sin localización genética en la actualidad. 

Como consecuencia de los defectos se producen infecciones repetidas causadas por protozoos, 

bacterias, hongos o virus; el tipo de infección observada puede ayudar a definir el 

componente del sistema inmunitario. Las inmunodeficiencias secundarias pueden ser debidas 

a la administración de fármacos inmunosupresores, radioterapia, malnutrición, enfermedades 

del metabolismo, uremia, deficiencias vitamínicas, enfermedades malignas, infecciones (virus 

de Epstein-Barr) virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), situaciones de estrés (cirugía, 

politraumatismos) y alteraciones mentales o psicofuncionales (depresión, esquizofrenia, 

etc...). 

 

 Al igual que ocurre con los defectos del complemento, los individuos con deficiencias 

de linfocitos B son susceptibles a padecer infecciones recurrentes causadas por bacterias 

encapsuladas, como H. influenzae, S. pneumoniae y S. aureus (llamadas también piógenas, 

porque inducen la formación de pus), siendo las enfermedades más comunes que desarrollan 

estos enfermos la neumonía, la otitis media y la sinusitis. 

 

 En 1952 se describió la primera inmunodeficiencia, caracterizada por la ausencia de 

linfocitos B y, por lo tanto, con ausencia de inmunoglobulinas en suero (Bruton y cols. 1952). 

Como además esta enfermedad era hereditaria y sólo afectaba clínicamente a los varones se 

denominó agammaglobulinemia ligada al X (XLA). El gen defectuoso en esta 

inmunodeficiencia codifica para una proteína tirosín-cinasa que se encuentra en todos los 

linfocitos B y en leucocitos polimorfonucleares, denominada btk (Vetrie y cols. 1993, 
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Tsukada 1993). Esta cinasa se asocia en las células B al receptor (BCR), transmitiendo 

señales al interior celular. Al igual que ocurre con la cinasa Ick o Zap70 en linfocitos T, la 

ausencia de la proteína btk produce un impedimento en la diferenciación de los linfocitos B 

que permanecen en el estadio pre-B. 

 

 En ciertas inmunodeficiencias asociadas a linfocitos B el defecto no se encuentra en la 

reducción del número de células de este linaje, que se encuentra en los niveles normales, sino 

que las células B son incapaces de sintetizar uno o varios isotipos de inmunoglobulinas. El 

caso más claro dentro de éstas es la deficiencia de IgA, la inmunodeficiencia más común, ya 

que se da en uno de cada 800 individuos de la población caucasoide (Vyas y cols 1975). Los 

síntomas más característicos son infecciones sinopulmonares, colitis y enteritis, es decir, 

infecciones de las mucosas. A menudo se encuentra asociada a enfermedades autoinmunes 

(como lupus eritematoso sistémico o artritis reumatoide) o a enfermedades alérgicas. Algunos 

individuos también desarrollan una deficiencia de IgG2. También se han descrito individuos 

con deficiencias selectivas de uno o varios isotipos de IgG. Estos pacientes con frecuencia 

desarrollan infecciones del tracto respiratorio. El defecto, en algunos casos, está localizado en 

mutaciones de los genes que codifican para las cadenas pesadas o de las ligeras. 

 

 Finalmente podemos incluir en este apartado de defectos de linfocitos B a las 

deficiencias de síntesis de inmunoglobulinas en individuos menores de un año. Las 

inmunoglobulinas de origen materno permanecen activas en el recién nacido hasta los 6-12 

meses, que coincide con la síntesis de las primeras inmunoglobulinas propias; pero si esta 

síntesis inicial se retrasa se origina un déficit de inmunoglobulinas, pudiendo producirse 

infecciones. De todos modos, esta deficiencia es transitoria y desaparece cuando el individuo 

comienza a sintetizar sus propias inmunoglobulinas. 

 

 Otro defecto tradicionalmente asociado a linfocitos B es la inmunodeficiencia común 

variable (CVID), donde el número de células B es normal pero hay una reducción de los 

niveles de Igs en el suero. En algunos de estos pacientes parece que el defecto reside en los 

linfocitos T CD4+, que no cooperan bien con los B. A continuación trataremos esta 

enfermedad con detalle 

 14



 Introducción 

Tabla 2. Deficiencias de isotipos de inmunoglobulinas 
 

Enfermedad 
(incidencia) 

Igs 
(suero) 

Células B 
circulantes 

Defecto 
primario 

Diagnóstico 
inmunológico 

Disfunciones o consecuencias 
inmunológicas/clínicas 

Herencia 
Cromosoma Tratamiento 

Agammaglobulinemia 
ligada al X 
(1:50.000-1:100.000) 

Ausencia de los cinco 
isotipos de Igs 

Ausencia de 
células B 
maduras 

Mutaciones en 
el gen Btk 

Citometría 
Niveles de Igs 

Inadecuada formación de Ac 
Infecciones piogénicas 

LX 
Xq21.3-22 

GGI 

HiperIgM autosómica 
(<200) 

IgM e IgD elevada o 
normal. Disminución 
de IgG, IgA e IgE 

Sólo IgM e IgD 
positivas 

Desconocido 
¿CD40? 

Citometría 
Niveles de Igs 

Neutropenia, anemia hemolítica 
Infecciones bacterianas 
recurrentes 

?  

  

  

  

GGI

Deficiencia de IgA  
(1:700) 

Ausencia en suero y 
secreciones de IgA 

Normal o 
disminuido 

Desconocido Niveles de IgA Procesos atópicos, tumorales 
autoinmunes e infecciones 
bacterianas recurrentes 

Variable Sintomático

Inmunodeficiencia 
Común variable (IDCV) 
(1:10.000-1:50.000) 

Ausencia o 
disminución de Igs 

Normal o 
disminuido 

Desconocido Niveles de Igs Carencia de producción 
de Ac específicos 
Infecciones bacterianas 

Variable GGI

Deficiencia de 
Subclases de IgG 

Ausencia de las 
distintas subclases 
de IgG 

Normal o 
inmaduras 

Desconocido Niveles de IgG Infecciones bacterianas
recurrentes 

AR 
14q32.3 

GGI 

Deficiencia de 
La cadena κ. 

Ig (Κ) disminuida Normal o 
disminuidas 
las κ positivas 

Mutaciones 
puntuales 
(2p11) 

Niveles de IgG Infecciones bacterianas 
recurrentes 

AR 
2p11 

GGI 

Agammaglobulinemia 
autosómica recesiva 
 

Ausencia de los cinco 
isotipos de Igs 

Ausencia de 
células B 
maduras 

Mutaciones en 
el gen µ  
(o λ5.14) 

Niveles de Igs Inadecuada formación de Ac 
Infecciones piogénicas 

AR 
14 

GGI 
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1.2.2 Inmunodeficiencias secundarias 
 

 Las inmunodeficiencias secundarias son más frecuentes que las primarias y aparecen 

en un individuo previamente dotado de un sistema inmunitario normal como consecuencia de 

efectos nocivos ambientales (yatrógenos, infecciosos, malnutrición). Las funciones 

inmunitarias que se alteran son variables y se normalizan si se consigue eliminar la causa que 

las produce. Las principales causas de inmunodeficiencias secundarias en los países 

industrializados son las yatrógenas y la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana 

que causa el denominado síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Si bien los 

pacientes pueden presentar un síndrome de infecciones de repetición, en general las pruebas 

inmunológicas, con excepción del SIDA, no suelen aportar datos de interés para el 

diagnóstico o el tratamiento. La esplenectomía es una de las causas más conocidas de 

inmunodeficiencia secundaria, aunque en la actualidad suele dejarse un pequeño resto de 

tejido esplénico capaz de compensar, en ocasiones de forma muy completa, la totalidad del 

órgano. 

 

 Otra de las causas más corrientes de inmunodeficiencias secundarias la constituyen los 

fármacos denominados inmunodepresores. Entre ellos se incluyen los glucocorticoides y la 

mayoría de los productos que se utilizan como antineoplásicos. Las sales de oro, el levamisol, 

la azatioprina, la penicilamina y la sulfasalazina pueden producir hipogammaglobulinemia, 

que en ocasiones afecta selectivamente la IgA, dato que es importante tener en cuenta antes de 

realizar el diagnóstico de estas inmunodeficiencias de anticuerpos y catalogarlas como 

primarias. La ciclosporina A inhibe la respuesta  inmune celular y se utiliza por esta acción 

para evitar el rechazo en el trasplante de órganos. La edad (vejez o prematuridad) es un factor 

que predispone a padecer un grado variable de inmunodeficiencia. Algunos procesos 

patológicos causan per se una inmunodeficiencia secundaria, que en ocasiones puede llegar a 

ser grave; entre ellos los principales son las neoplasias, las pérdidas proteicas y las 

hepatopatías crónicas, que se deben tener en cuenta en el momento de adoptar una actitud 

terapéutica. En los países subdesarrollados, la malnutrición constituye una de las principales 

causas de inmunodeficiencias secundarias; en algunos de dichos países (centroafricanos), el 

SIDA es también uno de los principales problemas sanitarios. 
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La Inmunodeficiencia 2 Común Variable (CVID) 

 

2.1 Características 
 
 Esta inmunodeficiencia, de etiología desconocida, engloba un grupo heterogéneo de 

enfermedades cuya característica común es la incapacidad de producir anticuerpos por parte 

de las células B. Es la inmunodeficiencia primaria más frecuente después de la IgAD con una 

incidencia estimada entre 1:10.000 y 1:50.000. Se han publicado varios estudios sobre la 

identificación del defecto(s) inmunológico. Sin embargo, no se ha podido establecer un patrón 

lo suficientemente consistente para realizar una clasificación adecuada. La inmunidad 

mediada por células T se encuentra afectada en aproximadamente el 30% de los pacientes, por 

lo que se ha postulado que el defecto primario puede residir en los linfocitos T. Afecta por 

igual a hombres y mujeres y aunque puede manifestarse a cualquier edad, hay una mayor 

incidencia en la segunda y tercera década de vida. Al igual que en todas las 

inmunodeficiencias primarias que afectan la inmunidad humoral, la presentación clínica de la 

CVID son infecciones sinopulmonares recurrentes por bacterias piógenas. Son frecuentes las 

citopenias autoinmunes, alteraciones gastrointestinales (enfermedad inflamatoria intestinal, 

anemia perniciosa), enfermedades autoinmunes (SLE, enfermedad de Graves) y existe mayor 

incidencia de procesos tumorales (linfomas no Hodgkin). Como era de esperar en un grupo 

tan heterogéneo de enfermedades, se han descrito varios patrones de heredabilidad 

(autosómica recesiva, autosómica dominante, ligada al cromosoma X). En cualquier caso, los 

casos esporádicos sin un patrón de herencia claro son los más frecuentes. En múltiples 

familias de varios miembros con diagnósticos de CVID e IgAD se heredan a menudo alelos 

del MHC característicos. 
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2.2 Etiopatogenia 
 

 El origen de la enfermedad no es conocido y, excepto en casos aislados, no hay 

evidencia de herencia familiar, aunque existe un aumento en la incidencia de la deficiencia de 

IgA y autoinmunidad en parientes de 1er grado. En cualquier caso, parece existir una 

predisposición genética y deben intervenir tanto factores genéticos como exógenos, para el 

desarrollo de la enfermedad: 

 

 Se han realizado varios intentos de clasificar la CVID en base a las respuestas 

inmunológicas obtenidas "in vitro" (Saiki y cols. 1982, Ariga y cols. 1987S). 

Desafortunadamente, no se ha realizado análisis rigurosos para determinar si hay diferencias 

clínicas en la presentación, desarrollo y curación de la enfermedad. Por lo tanto, después de 

40 años de estudio, el fenómeno inmunológico asociado con la CVID es bien conocido pero 

no hay hipótesis unificadoras derivadas del mismo (Spickett y cols. 1990) 

 

 La heterogeneidad de las manifestaciones clínicas e inmunológicas de la CVID ha 

dificultado las investigaciones ya que varios estudios publicados incluyen pacientes de más de 

un tipo, dando resultados confusos que son difíciles de comparara con otros estudios. En 

cualquier caso, esta situación ha sido aliviada en parte por el desarrollo de un sistema de tipaje 

basado en las respuestas de células B purificadas a anticuerpos anti-IgM de superficie unidos 

a Sepharose e Interleucina-2 (IL-2) (Bryant y cols. 1992). Usando este método, pueden 

identificarse 4 grupos de pacientes: 1) un pequeño grupo sin células B y una ausencia 

completa de respuesta humoral; 2) Grupo A, reducido número de células B circulantes, sin 

capacidad de formar IgG o IgM; 3) Grupo B (más raro) cuyas células B hacen IgM pero no 

IgG y 4) Grupo C, con número normal de células B que producen IgG e IgM (Tabla 2). 

Todos los pacientes de CVID testados hasta hoy caen dentro de uno de estos cuatro grupos. El 

ensayo funciona igualmente bien en células mononucleares no separadas y da los mismos 

resultados (Zhang y cols.1996), lo que permite al sistema ser adaptado para el diagnóstico de 

rutina. Lo que es más, el ensayo de fenotipo correlaciona bien con otros parámetros 

inmunológicos, incluyendo las diferencias en subpoblaciones de PBLs. (North y cols. 1991, 

Spickett y cols 1992, Farrant y cols. 1994) 
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Tabla 2. Distintos desórdenes dentro de la CVID 

 

 CVID (sin células) Grupo A Grupo B Grupo C 

Células B No  Baja Normal Normal 

IgG in vitro No No No Si 

IgM in vitro No No No Si 

Linfopenia B B, T CD4 Minor T cell Rara/ausente 

�2-m Normal Elevada Ligeramente elevada Normal 

Proliferación 

PHA inducida 

Normal Reducida ? Normal 

Proliferación 

antígeno específica 

Normal Reducida Reducida Reducida 

Otras características Genética para 

confirmar 

mutaciones en btk 

variantes leves 

Granulomas, 

esplenomegalia 

Estudios genéticos 

funcionales para 

HIGM autosómica o 

ligada a X 

Asociación MHC? 

Enfermedades 

autoinmunes 

Clínica XLA GAD XHIM VAD 

 

2.2.1 Factores genéticos 
 

 En los últimos años se ha producido un enorme avance en el conocimiento de las 

alteraciones genéticas responsables de la aparición de numerosas inmunodeficiencias 

primarias. Sin embargo, las dos más frecuentes de entre estas enfermedades, la deficiencia de 

IgA y síndrome variable común de inmunodeficiencia (CVID), permanecen aún por 

esclarecer. En ambas enfermedades, a diferencia de la mayoría de las inmunodeficiencias 

primarias, no se ha podido definir ni siquiera el modo de transmisión hereditaria, ya que 

predominan los casos esporádicos. Cuando aparecen varios casos en la misma familia es 

frecuente ver que ambos procesos aparezcan en miembros distintos de la misma familia. Esto 

ha hecho pensar que puedan tener un defecto genético común. Más aún, se ha pensado que la 

deficiencia de IgA y el CVID fueran los extremos opuestos de un espectro, y que en realidad 

constituyeran básicamente un mismo proceso. De hecho existen casos intermedios, y la 
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deficiencia de IgA cursa con frecuencia con deficiencia en una o varias subclases de IgG, y 

los enfermos con síndrome variable común mantienen en muchas ocasiones la producción de 

IgM (Johnson ML y cols. 1997). Todos estos cuadros presentan habitualmente linfocitos B 

inmaduros, con las inmunoglobulinas en su superficie, pero sin capacidad para transformarse 

en células productoras. Esto ha hecho pensar que estos defectos podían afectar a los linfocitos 

T más que a los B ya que los primeros son necesarios como células colaboradoras para la 

producción de anticuerpos por los segundos. 

 

Asociación a genes del complejo principal de histocompatibilidad. La deficiencia de IgA, 

por ser un proceso más frecuente ha sido mejor estudiada que el CVID. Se ha descrito que la 

susceptibilidad para padecerla se asocia a determinados haplotipos del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC). En esta zona del cromosoma 6 existen numerosos genes 

relacionados con la respuesta inmunitaria y que presentan un gran polimorfismo. Dado el 

elevado desequilibrio de ligamiento existente entre los diversos genes del MHC, resulta 

sumamente difícil dilucidar cual es la asociación primaria, y cuales son asociaciones 

secundarias debidas únicamente a las asociaciones existentes entre estos genes. 

 

Inicialmente, los estudios se centraron en los genes de clase I, observándose que la 

deficiencia de IgA se asociaba con HLA-Al y -B8 (Ambrus y cols. 1977). Posteriormente se 

comprobó que también existía una asociación con los genes de clase II HLA-DR3 y DR7 

(Hammarström 1983). Estudios más recientes se centraron en los genes de clase III, y 

estudiando conjuntamente enfermos con deficiencia de IgA y enfermos con CVID, algunos 

pertenecientes a las mismas familias, observaron que existía un gran incremento de un alelo 

nulo del gen que codifica para el isotipo A del componente del complemento C4 (C4A) así 

como de algunos alelos poco frecuentes del gen que codifica para el componente C2 del 

complemento (Schaffer y cols. 1989). El problema está en que el alelo nulo de C4A se 

encuentra la gran mayoría de las veces en un haplotipo que engloba HLA-A1, B8 y DR3, y el 

poco frecuente alelo C2b que está aumentado en estos procesos aparece en desequilibrio de 

ligamiento con HLA- DR7 (Schaffer y cols. 1989). Esto hace que diferentes autores atribuyan 

la asociación primaria, unos a los genes de clase II, otros a los de clase III (Schaffer y cols. 

1989, Volanakis y cols. 1992, Olerup y cols. 1992). De los dos grandes grupos que han 

estudiado la asociación MHC-CVID, el norteamericano (Max D. Cooper y cols) se inclina 

más por considerar que la asociación primaria es con genes de clase III (Johnson ML y cols. 

1997, Schaffer y cols. 1989, Volanakis y cols. 1992). Por el contrario el europeo (Olerup, 
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Hammarström y cols) defiende que la asociación primaria es con clase II (Hammarström 

1983, Olerup y cols. 1990, 1992). 

 

Posición 57 en la cadena DQ beta. Después de establecer la asociación con HLA-DR3 y 

DR7, Olerup y Cols observaron en un estudio de 89 pacientes con déficit de IgA que la 

asociación aparecía también con HLA-DRl, y llegaron a la conclusión que lo único que tenían 

en común los haplotipos que contienen a estos tres alelos DR es genes DQBl que codifican 

para cadenas DQβ con aminoácidos neutros (no aspártico) en la posición 57 (Olerup y cols. 

1990). Esta posición se había visto ya con anterioridad que es clave en la molécula HLA-DQ, 

siendo también el marcador genético más importante en la diabetes mellitus tipo I. En ambos 

procesos se observa que la presencia de ácido aspártico protege, mientras que la presencia de 

cualquier otro de los aminoácidos existentes en esa posición (todos ellos neutros) confiere 

susceptibilidad para padecer la enfermedad. 

 

En un estudio posterior, en el que, conjuntamente con los casos de déficit de IgA se 

estudian 86 enfermos con CVID, Olerup y cols observan las mismas asociaciones con alelos 

HLA-DR y -DQ en ambos procesos. Encuentran una asociación positiva con tres haplotipos 

(que en el locus DR portan los alelos DRl, DR3 y DR7) y una fuerte asociación negativa con 

un haplotipo, que en el locus DR tiene el alelo DR2. Concluyen que también en el CVID la 

asociación primaria sería con HLA-DQ y el factor más importante la ausencia de aspártico en 

la posición 57 (Olerup y cols. 1992). Llegan a esta conclusión tras comprobar que la 

asociación con alelos de los genes DR, DP, C2 y C4A es secundaria. Hacen un análisis 

estratificado, eliminando tanto en las dos enfermedades como en el grupo control los 

portadores de los haplotipos DRl, DQ5, DR3, DQ2 y DR7, DQ2 y observan como sigue 

siendo estadísticamente significativo el aumento de las cadenas DQβ portadoras de un residuo 

no aspártico en la posición 57 (Olerup y cols. 1990). 

 

En un estudio reciente en nuestro país (De la Concha y cols 1999) en 88 enfermos con 

déficit de IgA y 39 enfermos con CVID se han corroborado tanto la asociación del déficit de 

IgA con los haplotipos DRl, DQ5, DR3, DQ2 y DR7, DQ21 como con el aumento de las 

cadenas DQβ portadoras de un residuo no aspártico en la posición 57. Sin embargo estas 

asociaciones, muy significativas en el caso del déficit de IgA, no lo son en el CVID. Las 

diferencias entre ambos procesos son llamativas, y discordantes con lo encontrado en estudios 
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anteriores en el norte de Europa y Estados Unidos. Hay que resaltar que en este estudio, a 

diferencia del realizado en pacientes norteamericanos (Volanakis y cols. 1992) no se 

incorporan familias en las que distintos miembros padezcan, cada uno, una de las 

enfermedades. Dado que el CVID es heterogéneo, es muy probable que en los distintos 

estudios las casuísticas no sean superponibles, e indudablemente es mucho más probable 

encontrar una misma base genética en los enfermos de déficit de IgA y CVID si se incluyen 

los que pertenecen a una misma familia. Sin embargo, no todos los resultados referentes a 

CVID son discordantes, ya que si bien no se observa una asociación a haplotipos concretos, sí 

se observa una mayor susceptibilidad a la enfermedad en aquellos sujetos que son portadores 

de dos HLA-DQ con cadenas beta en las que el residuo 57 es no aspártico. 

 

Homozigosis para los genes HLA-DR y DQ. En el estudio realizado en nuestro país (De la 

Concha y cols 1999) se describe además, por primera vez, una asociación entre homozigosis 

en DR, DQA1 y DQB1 y susceptibilidad a CVID. En el caso del déficit de IgA también se ve 

un aumento de la frecuencia de enfermos que presentan los dos haplotipos HLA iguales, pero 

en este caso el aumento es estadísticamente significativo y además es exclusivamente debido 

a la presencia de individuos con déficit de IgA homozigotos para los haplotipos DR1, DQ5, 

DR3, DQw2 y DR7, DQw2. Este aumento es proporcional al aumento de la frecuencia de 

cada uno de estos haplotipos en la población portadora del déficit. 

 

En los enfermos con CVID el aumento de homozigotos para HLA es estadísticamente 

significativo (p< 0,001) y confiere un riesgo relativo para padecer la enfermedad de 5,58. 

Dado que se había observado que la presencia de dos alelos HLA-DQBl no aspártico en la 

posición 57 confieren susceptibilidad a la enfermedad, se realizó un análisis estratificado para 

comprobar si la asociación a homocigosis era debido exclusivamente a este factor o si la 

presencia de dos haplotipos HLA iguales, incluso con alelos que codifiquen para cadenas 

DQβ con Asp57, era suficiente para aumentar el riesgo de padecer la enfermedad. Este 

estudio permitió concluir que efectivamente la presencia de dos haplotipos HLA iguales 

estaba asociado a un aumento del riesgo, independientemente de los alelos presentes en esos 

haplotipos. 

 

El polimorfismo a nivel de los genes que codifican para las moléculas presentadoras 

de antígenos (genes HLA) es el mayor de todos los observados en el genoma. Se piensa que la 

pluralidad en las moléculas presentadoras de antígeno es un factor esencial en la 
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supervivencia de la especie, ya que facilita el reconocimiento de péptidos derivados de1 

procesamiento de esos antígenos, al aumentar por un lado las posibilidades de unión y 

presentación de los péptidos antigénicos a las moléculas presentadoras (a más moléculas 

presentadoras diferentes, mayores posibilidades de asociación) y por otro lado al aumentar las 

posibilidades de reconocimiento de la asociación péptido antigénico-molécula presentadora 

por los clones de linfocitos T. 

 

Las moléculas HLA de clase II, esenciales para la iniciación de 1a respuesta 

inmunitaria, están compuesta por dos cadenas, alfa y beta, codificadas por genes presentes en 

la región de clase II del MHC. Para las moléculas HLA-DR existen un solo gen A, no 

polimórfico, y generalmente dos genes B funcionales que codifican para cadenas beta y 

forman dos moléculas HLA-DR distintas por haplotipo. La región DQ tiene un gen A y uno B 

polimórficos por haplotipo. Dado que se ha comprobado que se pueden formar moléculas 

híbridas entre la cadena alfa codificada por un cromosoma y la cadena beta codificada por el 

otro cromosoma, existen en el caso de que ambos haplotipos sean distintos cuatro tipos de 

moléculas HLA-DQ distintas. 

 

Los individuos que presentan genes de clase II iguales en sus dos haplotipos 

disminuyen la diversidad de sus moléculas HLA-DR de cuatro a dos, y HLA-DQ de 4 a 1. 

Esta merma importante pudiera tener consecuencias en la capacidad para elaborar una 

respuesta inmunitaria. De hecho diversos trabajos describen desventajas para estos individuos. 

Así se ha observado que existe un menor número de homozigotos para HLA en la población 

norteamericana de lo que cabría esperar estadísticamente, y que esto no se relaciona con 

ningún alelo en particular (Kostyu y cols. 1993). También que el porcentaje de homozigotos 

para HLA disminuye en la población con la edad, indicando una menor vida media de 

aquellos (Dorak y cols. 1994), y que existe una mayor dificultad por parte de los homozigotos 

para eliminar el virus de la hepatitis B después de una infección, cronificándose el proceso y 

evolucionando más fácilmente a una cirrosis (Pollicino y cols. 1996). Finalmente de entre los 

procesos inmunológicos, se ha descrito una mayor incidencia de lupus eritematoso sistémico 

en homozigotos para HLA clase II, independientemente del haplotipo que porten (Skarsvag y 

cols. 1992). 

 

En el caso de CVID también parece existir una relación entre la susceptibilidad a 

padecerlo y la homozigosis para HLA clase II, por lo que cabría pensar que una menor 
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capacidad de presentación de péptidos antigénicos a los linfocitos T pudiera influir en la 

posterior capacidad para desarrollar la enfermedad a difeferencia de lo que ocurría en el 

déficit de IgA. 

 

Resúmen. En la relación entre genes HLA y CVID se encuentran dos factores asociados de 

forma independiente: la presencia de dos cadenas HLA-DQβ con residuos no aspartico en la 

posición 57, y la existencia de homozigosis en los loci HLA de clase II. De los dos factores el 

primero es común con el déficit de IgA, mientras el segundo, que tiene mayor relevancia, 

como lo demuestra el que el riesgo relativo sea mayor, es exclusivo del CVID. Habría que 

estudiar si las dos asociaciones lo son con diversas formas de CVID y que diferencias podrían 

existir entre ellas. 

 

2.2.2 Factores exógenos o adquiridos 
 

 La enfermedad puede aparecer tras la rubéola congénita o infección postnatal pro virus 

de Epstein-Barr (EBV) (Zuccaro y cols. 1997), así como por la administración de sales de oro, 

pero en este último caso suele ser transitoria. 

 

2.3 Clínica 
 

 Muchos pacientes pueden padecer enfermedades autoinmunes durante años, antes de 

que se detecte la hipogammaglobulinemia o que aparezcan las infecciones de repetición. Las 

infecciones sinopulmonares recurrentes (otitis media, sinusitis, bronquitis y neumonías) 

suelen ser la presentación inicial en la mayoría de los casos. Los microorganismos 

responsables son Neumococo, Haemofilus influenzae y otras bacterias piógenas. Suelen ser 

infecciones crónicas, más que agudas o diseminadas, a diferencia de la XLA. Aparecen 

bronquiectasias, enfermedad intersticial pulmonar crónica e insuficiencia pulmonar, aún a 

pesar de la terapia sustitutiva con inmunoglobulinas. La insuficiencia respiratoria es la causa 

más frecuente de muerte. Las infecciones sistémicas son raras en pacientes tratados con 

terapia sustitutiva. A diferencia de los pacientes con enfermedad de Bruton, las 

manifestaciones gastrointestinales son frecuentes: diarrea crónica, intolerancia a la lactosa, 

malabsorción en aproximadamente el 50% de los pacientes y, en ocasiones, enteropatía pierde 

proteínas. Estas alteraciones se acompañan en algunos casos de atrofia de vellosidades 
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intestinales, hiperplasia nodular linoide o infiltración linfoide difusa, solas o encombinación. 

En otros pacientes, las alteraciones intestinales están causadas por infecciones, especialmente 

por Campylobacter o por Giardia lamblia. Pueden existir, además enfemedad de Crohn, 

colitis ulcerosa, atrofia gástrica o anemia perniciosa. También, el sobrecrecimiento bacteriano 

intestinal, la hepatitis crónica activa (viral o autoinmune) y la colelitiasis son hallazgos 

frecuentes. Muchos de estos pacientes tienen manifestaciones articulares en forma de artritis, 

y algunos artritis reumatoide clásica; más frecuentemente, la artritis es atípica, sin nódulo 

subcutáneos, erosiones articulares ni afectación de las articulaciones interfalángicas 

proximales. Se pueden encontrar también otras enfermedades autoinmunes como 

hipotiroidismo, enfermedad de Graves o Lupus eritematosos sistémico . Las citopenias 

autoinmunes se hallan en un 10-50% de los pacientes, siendo la anemia hemolítica y 

trombocitopenia las más frecuentes, así como también el síndrome de Evans (anemia 

hemolítica, trombocitopenia y neutropenia). La incidencia de tumores malignos, 

especialmente linfomas no-Hodgkin, es mayor que la población general, al igual que la de 

carcinoma gástrico. Junto con la insuficiencia pulmonar, los tumores malignos son la causa 

más frecuente de muerte en estos pacientes. La asociación entre hipogammaglobulinemia 

adquirida y timoma se conoce como síndrome de Good. La hiperplasia linfoide puede causar 

síntomas clínicos de enfermedad pulmonar crónica por neumonía linfoide intersticial, o 

malabsorción por hiperplasia nodular linfoide intestinal. En la exploración física en estos 

pacientes,, se encuentra aumento de tejido linfoide (adenopatías, esplenomegalia) a diferencia 

de la XLA. 

 

2.3.1 Diagnóstico y diagnóstico diferencial 
 

 Se considerarán los datos clínicos y de laboratorio mencionados: las infecciones 

recurrentes, la hipogammaglobulinemia y la inadecuada producción de anticuerpos tras 

inmunización. Además, la biopsia de tejidos linfoides mostrará carencia de células 

plasmáticas, aún cando exista hiperplasia linfoide, y ausencia de células en las áreas B 

dependientes. El diagnóstico diferencial hay que hacerlo con la agammaglobulinemia ligada 

al X, pero hay suficientes datos distintivos, como son la presencia de células B con 

inmunoglobulinas de superficie en la CVID, la existencia de tejido linfoide a la exploración, 

edad de aparición del cuadro, etc... En las inmunodeficiencias secundarias a cuadros de 
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malabsorción con pérdida proteica, puede existir hipogammalgobulinemia, pero en este caso 

estará disminuida también la albúmina. 

 

2.3.2 Tratamiento 
 

 Consiste en la administración de gammaglobulina intravenosa, según dosis estándar, y 

antibióticos de forma profiláctica. Se realizará monitorización de los pacientes a intervalos 

regulares, mediante radiografías de tórax y tests de función pulmonar, para determinar la 

eficacia del tratamiento. Se tratarán los problemas sobreañadidos, como son la malabsorción o 

los procesos autoinmunes. A este respecto, hay que ser cautos con las dosis de corticoides 

administradas, puesto que los pacientes están per se inmunodeprimidos. Con el tratamiento 

adecuado pueden sobrevivir hasta la quinta o sexta década de la vida. La principal 

complicación es la enfermedad pulmonar crónica, que puede desarrollarse aún a pesar del 

tratamiento con gammaglobulina intravenosa. 

 
2.4 Datos de laboratorio 

 
2.4.1 Linfocitos B 
 

Las evidencias permiten establecer que al menos un subgrupo de pacientes con CVID 

presentan defectos intrínsecos en los linfocitos B, aunque por el momento no puede hablarse 

un único defecto puesto que existen al menos cinco grupos distintos en basados en su función. 

En algunos pacientes el defecto apunta hacia un incorrecto proceso secretor. En otros, la 

capacidad funcional puede estar relacionada con anomalías en la estructura o en el control de 

los genes que codifican las inmunoglobulinas, las citocinas o sus receptores. Por ejemplo, 

Levy Y et al (P roc Natl Acad Sci U S A 1998 Oct 27;95(22):13135-40) encuentran dos 

pacientes con una dramática reducción de la hipermutación somática con un 40-75% de los 

transcritos de IgG totalmente exentos de mutaciones en las células B de memoria circulantes. 

Estudios posteriores indican que esto puede suceder en al menos el 20% de los afectados, pero 

no ha podido hasta el momento correlacionarse con ningún patrón clínico. Puesto que la 

hipermutación somática tienen lugar predominantemente en los centros germinales de los 

órganos linfoides secundarios, el defecto puede reflejar el hecho de que los centros germinales 

del bazo a menudo se desarrollen pobremente o se encuentren bloqueados por infiltrados 

granulomatosos en estos pacientes. 
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Otra posibilidad es que existan defectos hereditarios en la reparación del DNA que se 

encuentran enmascarados, y que podrían ocasionar una defectuosa hipermutación, lo que 

puede contribuir a un comprometido sistema de maduración de células B. Esto está 

respaldado por un incremento de la sensibilidad a daños por radiaciones en linfocitos de 

algunos pacientes con CVID, y por escrutinios clínicos que demuestran un aumento en la 

predisposición a padecer ciertos tipos de cáncer. La deficiencia selectiva de IgA, 

estrechamente relacionada con la CVID, lo está también a la ataxia-telangiectasia y al 

síndrome de Nijmegen, ambas son inmunodeficiencias causadas por defectos heredados en la 

maquinaria de reparación del ADN. 

 

También Ghia P et al (Immunol Today 1998 Oct;19(10):480-5) encuentran mutaciones 

en los dos alelos del gen que codifica para la cadena subrogada ligera lambda 5/14.1 de un 

paciente. Kaneko H et al (Clin Exp Immunol 1998 Feb;111(2):339-44) no detectan expresión 

del gen Pax5 en PBLs de pacientes con linfopenia B. Este gen es indispensable para el 

desarrollo de las células B. Ratones deficientes en Pax5 son incapaces de producir células B 

maduras lo que conduce a la completa detención del desarrollo de las células B en un estado 

precursor. Sin embargo, CVID PBLs estimuladas con IL-2, IL-10 y anti-CD40, expresan el 

gen Pax5, por lo que el defecto de la expresión del gen Pax5 puede estar causado por un 

desorden en la regulación de la células T. 

 

El fenotipo y función de las células B de pacientes CVID también se muestra muy 

heterogéneo. Un pequeño subgrupo de pacientes muestran un defecto en la señalización a 

través de CD40. Estos pacientes tienen elevados niveles en suero de IgM y pueden ser HIMX 

mal diagnosticados. Brouet JC y cols (Eur J Immunol 2000) han estudiado la subpoblación de 

células B de memoria en 20 pacientes (CVID). El número de células CD27+ B era normal o 

estaba aumentada en 6 pacientes (con el 95% de células B CD27+ en 1 paciente) y disminuido 

en 14 enfermos. En 13 o 15 pacientes estudiados, la molécula CD27 era detectable en menos 

del 50% de células B IgG o IgA positivas, indicando un defecto en la maduración de estas 

células de memoria. Dentro del grupo de pacientes con un bajo número de células B CD27+, 

no se consigue inducir la molécula tras la estimulación in vitro de células B purificadas en 3 

de 5 pacientes estudiados, sugiriendo un defecto intrínseco de estas células. Estos datos 

confirman la heterogeneidad de los defectos inmunológicos en pacientes CVID. La defectuosa 
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expresión y /o función de CD27-CD70, miembros de la familia del TNF /TNF receptor, 

contribuyen al defecto inmunológico en la CVID. 

 

 Denz A et al, (Eur J Immunol 2000 Apr;30(4):1069-77) analizando el patrón de 

expresión de marcadores de activación de superficie, ven que los pacientes de tipo A muestran 

una reducida expresión del ligando de CD28/CTLA-4, CD86 (B7-2), y del marcador de 

activación CDw137 comparado con las células B de donantes sanos y de pacientes CVID que 

no son del tipo A. La baja expresión de CD86 correlaciona con reducidos niveles de expresión 

de su RNAm. Como la estimulación combinada vía BCR y CD40 no recupera los defectos de 

expresión de CD86 y CDw137, concluyen que las células B de los pacientes CVID tipo A 

presentan una incapacidad funcional para cooperar con las células T. 

 

 También se han identificado defectos en la transmisión de señales en esta 

subpoblación. Schwartz R et al (P Clin Diagn Lab Immunol 1999 Nov;6(6):856-60) 

demuestran un defecto de fosforilación de proteínas tirosinas. Sus resultados revelan dos 

distintos grupos de pacientes CVID. El primer grupo son pacientes (7 de 11) cuyos células B 

muestran bajos niveles de fosforilación de tirosin cinasas tras estimulación del BCR. En estos 

pacientes, la implantación de componentes de la membrana plasmática recupera los niveles de 

fosforilación normales así como la habilidad de secretar IgM y /o IgG tras estimulación. El 

segundo grupo, son los pacientes cuyas células B expresan niveles normales de fosforilación 

tras estimulación, sin la recuperación de la habilidad de secretar inmunoglobulinas tras 

implantación de la membrana plasmática y estimulación con lipopolisacáridos. 

 

2.4.2 Linfocitos T 
 

El mecanismo molecular responsable de este heterogéneo síndrome no ha podido aún 

identificarse, siendo uno de los problemas aparentemente responsable de ello el hecho de que 

este síndrome incluye, muy probablemente, un número variable de distintos defectos. Al 

menos el 30% de los pacientes son linfopénicos, siendo la subpoblación CD4+ la más 

afectada, lo que posiblemente influye en los bajos niveles de síntesis de IL-2 producida in 

vitro por células mononucleares de sangre periférica detectados en estos pacientes. 
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La expresión de CD154 (CD40L) en células T activadas es, por lo general, normal 

aunque existe en un grupo de pacientes con un defecto de inducción, implicado en defectos en 

el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas. 

 La mayoría de pacientes tienen un defecto en la activación con antígeno en las 

linfocitos T CD4+ medido por el número de células circulantes respondedoras tras 

inmunización. Esto puede ser debido a un defecto en las células presentadoras de antígenos 

profesionales, y no en las T, ya que varios defectos en las APC han sido descritos. Puede 

haber un pequeño subgrupo de pacientes con defectos en el accionamiento con el complejo 

CD3, pero esto necesita confirmarse. 

 

 Otros pacientes presentan un patrón de elevada producción de interferón-γ por los 

linfocitos T circulantes, particularmente por la subpoblación CD8, elevada expresión en el 

numero de DR CD4+, con modulación positiva en la expresión de Fas, y un incrementado 

ratio de apoptosis. Hay un aumentado estado de activación de monocitos circulantes que 

producen oxígeno reactivo, e IL-12 tras estimulación in vitro con lipopolisacáridos (LPS). 

Esto sugiere un cambio patológico hacia un tipo de respuesta Th1. La producción de el factor 

de necrosis tumoral TNF tanto por células T como por monocitos esta elevado en un subgrupo 

de pacientes con granulomas. Esas anormalidades parecen específicas de CVID y no se han 

visto en pacientes con ALX, que tienen la misma terapia y sufren de las mismas infecciones. 

 La recuperación de la producción de anticuerpos tras la infección con HIV en 

pacientes CVID es importante. Hay tres casos publicados, que han sobrevivido 5 años sin el 

tratamiento con inmunoglobulinas. Solo se ha recuperado la producción de anticuerpos IgG e 

IgM en estos 3 pacientes, mientras que la IgA sigue siendo indetectable. Estos casos 

demuestran que la CVID es potencialmente reversible mediante factores inmunoreguladores. 
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3 Herpesvirus saimiri (HVS) 
 

3.1 HVS como modelo de estudio de inmunodeficiencias del linaje T 
 

 Una de las mayores dificultades en el estudio de las deficiencias de células T es la 

disponibilidad de un número de células adecuado y constante para poder realizar los 

diferentes ensayos. Hasta ahora los estudios celulares que implicaban el trabajo con células T 

humanas se llevaban a cabo utilizando linfocitos primarios, o líneas celulares de linfocitos T 

dependientes de IL-2 y a menudo, también de re-estimulaciones semanales con células 

alogénicas. Este sistema es, sin embargo, limitado, ya que la vida media de estas líneas 

celulares no es muy larga (2-6 meses) y el número de células que se obtiene siempre es finito. 

La inmortalización de linfocitos T con el retrovirus HTLV-1 (Human T cell Leukemia Virus 

Type 1) eliminaba estos problemas, pero tenía en cambio, un gran inconveniente: tras una 

primera fase IL-2-dependiente, los linfocitos T se hacen independientes de esta citocina y 

pierden el receptor clonotípico, haciéndolos inútiles para el análisis funcional específico. Otro 

problema añadido es que el HTLV-1 sólo es capaz de inmortalizar linfocitos T CD4. (Inatsuki 

et al 1989, Yssel et al 1989). Recientemente y, al igual que ocurre con la generación de 

células B transformadas por el virus de Epstein-Barr (EBV) (Swendeman y Thorley, 1987), se 

ha desarrollado un sistema de generación de líneas de células T transformadas con el virus 

Herpesvirus saimiri (HVS) (para una revisión Meinl y cols 1995). Este virus es un exótico 

miembro de la subfamilia de γ-herpesvirus, entre los que también se encuentran el virus de 

Epstein-Barr (EBV) y el herpesvirus humano tipo 8 (HHV8). 

 

 La infección de células T con HVS, específicamente las cepas del subgrupo C como 

C488, genera "in vitro" líneas celulares inmortales de fenotipo CD4+ y CD8+, cuyo 

crecimiento es continuo y estable (Biesinger y cols 1992). Las células T transformadas con 

HVS-C488 no producen partículas virales, tienen un crecimiento independiente de 

estimulación antigénica, aunque son dependientes de la adición de IL2 exógena y de que 

exista una alta concentración celular en cultivo, siendo su tasa de duplicación de 2-4 veces por 

semana. La transformación con HVS se puede realizar a partir de linfocitos T de sangre 

periférica, de cordón umbilical (Biesinger y cols 1992), de clones previamente establecidos, o 
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incluso a partir de precursores intratímicos CD34+ de linfocitos T (Pacheco-Castro y cols 

1996). El receptor para HVS no ha sido aún identificado, pero es muy probable que sea una 

molécula de superficie altamente conservada y con una amplia expresión celular (45 F99).  

 

 Los linfocitos T transformados tienen un fenotipo de células T CD4+ o CD8+ maduras 

(expresando marcadores característicos como CD3, CD2, CD5, CD7, CD11a/CD18 (LFA-1), 

CD54 (ICAM-1), CD58 (LFA-3), Weber y cols 1993); salvo en los casos donde se parte de 

precursores intratímicos CD34+, en los que se conservan fenotipos inmaduros CD4+ CD8+ 

(Pacheco-Castro y cols 1996). Además expresan ciertos marcadores de activación (como 

CD25, CD26, CD30, CD45RO, CD69, CD86 (B7.2), CD154, HLA-DR), aunque desaparecen 

otras moléculas de membrana (como CD28). La transformación de linfocitos T de sangre 

periférica con HVS es policlonal (con tendencia a la oligoclonalidad), y mantiene la presencia 

de casi todo el repertorio de regiones Vβ originales (Weber y cols 1993). Desde el punto de 

vista funcional, las líneas de linfocitos T transformadas con HVS mantienen intactas las 

señales a través del complejo TCR/CD3, tanto las de activación inmediata -movilización de 

calcio intracelular o los patrones de fosforilación tras estimulación (Bröker y cols 1993)- 

como las de activación temprana/tardía -inducción de proteínas de activación, inducción de 

citoquinas, citotoxicidad o respuesta proliferativa (Mittrüker y cols 1993; De Carli y cols 

1993)-. 

 

 También existen cambios fenotípicos y funcionales característicos tras la infección de 

linfocitos T humanos con HVS. Primeramente, se ha observado la expresión "de novo" de una 

molécula típica de granulocitos, CD66a, miembro de la familia CEA (Götze et al., manuscrito 

en preparación). En segundo lugar, la tirosina-cinasa p53/56lyn, que generalmente no se 

expresa en células T, se encuentra enzimáticamente activa en las células T transformadas (48, 

58 F99), caracteristica compartida con las células T inmortalizadas con HTLV-1 (59F99). 

Tercero, HVS cambia el rango de citocinas secretado por las células T estimuladas hacía un 

perfil Th1; aumento de la producción de IL-2 e IFN-γ y disminución de IL-4 e IL-5 en las 

células T transformadas en comparación con sus células parentales (47F99). Además, muchos 

de estos clones secretan grandes cantidades de CC quimiocinas MIP-1α, MIP-1β and 

RANTES, productos típicos del fenotipo Th1. Finalmente, la alteración funcional más 

sorprendente inducida por HVS es la hiper-respuesta tras la estimulación a través de CD2. El 

crecimiento autocrino de las células transformadas con HVS depende de la activación mutua 
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vía contactos CD2/CD58 (Mittrücker y cols 1992) y este crecimiento puede ser inhibido 

mediante anticuerpos anti-CD2, anti CD58 o anti-CD25. 

 

 La inmortalización con HVS se ha utilizado para estudiar y caracterizar distintas líneas 

celulares T o clones con especificidades frente a diversos antígenos -proteína básica de 

mielina, toxoide tetánico, proteínas purificadas de la tuberculina o proteínas de unión a níquel 

(Weber y cols 1993; Mittrüker y cols 1993)-. Recientemente se ha utilizado este modelo de 

transformación de linfocitos T con HVS en el estudio de la deficiencia humana de 

CD3γ (Rodríguez-Gallego y cols 1996), así como en otras inmunodeficiencias primarias de 

linfocitos T, como la deficiencia de MHC de clase II ( Zapata y cols 1998), la ataxia-

telangiectasia (Rivero y cols 1997), el síndrome de Wiskott-Aldrich (Gallego y cols 1997), o 

inmunodeficiencias secundarias, como el SIDA (Saha y cols 1996). En todas las 

inmunodeficiencias primarias las líneas de linfocitos transformadas con HVS preservaron los 

defectos fenotípicos y funcionales descritos en sangre periférica. 

 

3.2 Activación del linfocito T "in vitro" 
 

 En la actualidad es posible emular en el laboratorio la activación de las células T, y 

analizar posteriormente todos sus parámetros funcionales característicos. Para ello se utilizan 

distintos estímulos, más o menos específicos, tanto de membrana como transmembranales 

(Tabla). De entre los estímulos que actúan a nivel de membrana destacan los anticuerpos 

monoclonales (especificidad) dirigidos contra proteínas de la superficie de la célula T (CD3, 

CD2, CD28, CD69...), que permiten estudiar distintas vías de activación de forma 

independiente; aunque también se emplean otros agentes estimuladores menos específicos, 

como las lectinas vegetales fitohemaglutinina (PHA), o con canavalina A (ConA), que 

inducen una activación global de la célula. Dentro de este primer grupo también estaría la IL-

2, una citocina que se une a su receptor y produce la división y activación del linfocito T. Los 

estímulos transmembranales más utilizados son los ésteres de forbol (ej. PMA), activador 

directo de la PKC; la ionomicina, un ionóforo que abre canales de calcio en la membrana o 

bien una combinación de ambos. La estimulación del linfocito T con ambas sustancias de 

forma conjunta suple todos los pasos requeridos para la activación vía complejo TCR/CD3, y 

pone en marcha toda la maquinaria de activación posible de cada tipo de células T. 
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 Una vez estimuladas las células, bien a través de receptores en su membrana o bien de 

forma transmembranal, se pueden realizar estudios funcionales de esas células y analizar las 

respuestas de tipo inmediato (movilización de Ca2+ intracelular y fosforilación), tempranas 

(síntesis de citocinas y moléculas de activación) y tardías (proliferación, secreción de 

citoquinas). 

 

3.3 Preguntas funcionales que se pueden hacer 

Mitógeno Respuesta en PBL Respuesta en HVS 

Anti-CD3 

Proliferación 

Síntesis de citocinas 

Inducción de moléculas de activación 

Movilización de calcio intracelular, 

Activación de proteínas intracelulares 

Proliferación 

Síntesis de citocinas 

Inducción de moléculas de activación, 

Movilización de calcio intracelular, 

Activación de proteínas intracelulares 

IL-2 Proliferación Proliferación 

Phorbol 12- Myristate 

13- Acetate 

Proliferación 

Síntesis de citocinas 

Inducción de moléculas de activación, 

Movilización de calcio intracelular 

Proliferación 

Síntesis de citocinas 

Inducción de moléculas de activación 

Movilización de calcio intracelular 

Fitohemaglutinina Proliferación Citolisis 

CD2 Proliferación Proliferación 

Concanavalina A Proliferación  
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 Objetivos 

 

 Es probable que entre los pacientes con CVID con defectos en los 

linfocitos T de sangre periférica, haya dos grupos: pacientes con defectos 

primarios y estables de los linfocitos T y pacientes con defectos secundarios. 

Desgraciadamente, cada paciente es probablemente único, la disponibilidad de 

sangre es limitada (lo que impide hacer estudios bioquímicos) y los estudios 

comparativos son por ello muy difíciles. Gracias a la transformación con 

Herpesvirus saimiri, este problema se reduce enormemente, ya que las líneas así 

generadas, crecen indefinidamente conservando su TCR y su capacidad 

funcional. Los objetivos concretos fueron los siguientes 

 

1. Transformar los linfocitos T CD4+ y CD8+ de 40 pacientes con 

Inmunodeficiencia Común Variable (CVID) utilizando H. saimiri, con 

objeto de preservar, donde existan, los defectos funcionales de dicho 

linaje como modelos in vitro. 

 

2. Analizar fenotípicamente las líneas transformadas. 

 

3. Analizar la inducción de proteínas de activación (CD154, CD69) y 

factores solubles (IL-2, TNF-α, IFN-γ), implicados en la cooperación 

T-B, en las líneas transformadas.  
 
4. Diferenciar y caracterizar a los pacientes con defectos primarios de 

los linfocitos T. 
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 Materiales y Métodos 

1 Pacientes y controles 
 

 Un total de 40 pacientes, 17 mujeres y 23 hombres diagnosticados con CVID y 40 

donantes sanos, pareados en sexo y edad, fueron incluidos en el estudio. La edad de los 

enfermos en el momento de la extracción de la sangre variaba desde los 11 hasta los 62 años 

media = 31,2 ± 14). Además se incluyeron 9 pacientes ALX como controles, puesto que es 

una inmunodeficiencia con las mismas características clínicas que la CVID (pero con un 

defecto intrínseco - deficiencia de Btk- en las células B bien caracterizado) y con el mismo 

tratamiento. También se incluyeron 2 pacientes con Ataxia Telangiectasia. 

 
Tabla. Enfermos CVID que han intervenido en el estudio. 

En la tabla se muestra la clave del paciente junto con sus iniciales. 

 

Clave Nombre Sexo Edad Edad Comienzo 
1 RHE M   
2 DRD V 16  
3 PCP M 41 12 
4 LGM V 21 14 
5 JAR V 26 16 
6 MAI M 49 47 
7 RAL V 15 10 
8 JCG V 24 2 
9 DBP M 44 14 
10 MCC V 19 12 
11 SSA V 25 7 
12 EMA M 21 15 
13 SLM M 13 4 
14 ANZ M   
15 VEP V 21 15 
16 JSO V 33 12 
17 CNL M 41 13 
18 AB V 39 22 
19 EMA    
20 SGA V 40 1 
21 CMC M 35 16 
22 LPP M 32 1 
23 BFP M 40 22 
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24 PJGJ V 13 1 
25 PGC V 12 4 
26 DGL V 11 1 
27 CGP M 51 31 
28 CJL V 26 1 
29 MJL M 36 7 
30 PMR V 57 46 
31 DPR V 12 5 
32 JPA V 22 14 
33 DSR M 62 52 
34 ASM M 44 37 
35 MLS M 57 8 
36 RMG V 31 18 
37 DAM V 24 12 
38 RBM V 42 17 
39 ACL M 39 13 
40 SMG V   
 

1.1.Clínica 
 

 Se incluyó en el grupo a todos aquellos pacientes de acuerdo con el criterio 

diagnóstico del grupo de expertos de la Unión Internacional de Sociedades Inmunológicas 

(IUIS) (Clin Exp Immunol 1999; 118: 1-28). En 11 pacientes (5 hombres -Nº 5, 10, 20, 31, 

37- y 6 mujeres - 6, 17, 22, 27, 33, 39-) fueron detectados autoanticuerpos y 9 pacientes (4 

hombres - 11, 15, 30, 38- y 5 mujeres - 3, 17, 22, 27, 33-) padecían enfermedades de tipo 

autoinmune. 

 

1.2 Inmunología 
 

 Todos los pacientes presentaban en el momento del estudio defectos en alguno de los 

distintos subtipos de inmunoglobulinas (Tabla). Concretamente, todos los pacientes excepto 

uno (número 6) poseían valores de IgG inferiores al rango de normalidad y absolutamente 

todos presentaban niveles de IgA por debajo de los niveles normales. Sin embargo, 6 

pacientes eran capaces de producir niveles de IgM comparables a los normales. 
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Tabla. Niveles de inmunoglobulinas (mg/dL) en pacientes CVID. 

Los rangos de normalidad de las inmunoglobulinas eran los siguientes: 

 

IgG = 1004 ± 267 (520-1740) 

IgA = 178 ± 66 (77-362) 

IgM = 155 ± 76 (79-231) 

 
Clave IgG IgA IgM IgE 
1     

2     

3 74 5 12 2 

4 75 5 7 2 

5 417 7 47 2 

6 580 100 101 35 

7 363 5 45 2 

8 402 38 17 85 

9 370 47 91 2 

10 33 5 92 2 

11 2 5 77 2 

12 369 5 76 2 

13 191 10 20 2 

     

Clave IgG IgA IgM IgE 
14     

15 316 14 26 2 

16 128 9 13 35 

17 108 5 17 2 

18 308 5 16 22 

19     

20 485 12 40 2 

21 102 5 8 2 

22 14 6 11 2 

23 194 5 6 2 

24 115 17 67 8 

25 447 55 65 45 

26 480 48 37 2 

     

Clave IgG IgA IgM IgE 
27 230 5 13 2 

28 120 12 6 3 

29 110 5 7 2 

30 282 5 9 5 

31 450 43 29 23 

32 156 5 27 2 

33 169 9 17 2 

34 32 5 91 2 

35 14 5 18 2 

36 343 35 15 2 

37 34 5 5 2 

38 284 5 23 2 

39 55 5 13 2 

40     

 

 

 Aunque solamente 5 pacientes presentaban linfopenia (6, 21, 22, 36, 38), el número 

absoluto de linfocitos T CD3+ estaba por debajo de los valores normales (1224-1646) en todos 

los pacientes excepto en 14 de ellos. Aún más, los linfocitos cooperadores CD4+ (723-1124) 

estaban disminuidos también en todos excepto en 9 pacientes (Tabla). 

 
Tabla. Fenotipo y función de las células mononucleares de sangre periférica de los enfermos CVID. 

 

Clave  Linfocitos CD3 CD4 CD19 Proliferación 
1      
2      
3 950 693 237 95 NORMAL 
4 1840 1435 423 110 NORMAL 
5 1220 817 525 244 NORMAL 
6 860 560 480 170 NORMAL 
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7 1820 1670 940 80 BAJA 
8 1280 537 230 460 BAJA 
9 1500 1080 420 90 NORMAL 
10 1000 640 100 120 BAJA 
11 3170 2560 507 190 BAJA 
12 2370 1960 1208 71 NORMAL 
13 2110 1666 928 63 BAJA 
14     BAJA 
15 1200 720 324 84 BAJA 
16 2310 947 485 1224 NORMAL 
17 1590 1080 700 238 NORMAL 
18 1510 1230 498 166 BAJA 
19      
20 2700 2079 1160 162 NORMAL 
21 630 491 233 25 NORMAL 
22 750 540 135 52 NORMAL 
23 1320 990 448 53 BAJA 
24 3600 2590 1190 720 NORMAL 
25 2280 1846 616 182 BAJA 
26 2500 1375 800 150 NORMAL 
27 1460 1124 423 160 NORMAL 
28 1500 1155 645 105 NORMAL 
29 1530 1254 200 183 NORMAL 
30 2690 2205 915 215 NORMAL 
31 1830 1170 421 240 BAJA 
32 1370 960 397 260 NORMAL 
33 1100 760 550 110 BAJA 
34 2240 1433 716 710 NORMAL 
35 1720 1220 240 103 NORMAL 
36 380 296 216 38 NORMAL 
37 1100 836 253 143 NORMAL 
38 740 622 363 30 BAJA 
39 3200 2496 1120 352 NORMAL 
40      
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2 Transformación de linfocitos T con Herpesvirus saimiri 
 
2.1 Obtención de sobrenadante infectivo de HVS 
 
 Para generar el sobrenadante infectivo de HVS, un cultivo de células OMK 

(fibroblastos de mono aullador, susceptibles de ser lisados por el virus), previamente 

cultivado en medio MEM (Gibco BRL) suplementado con 1% Glu, 1% Ab , 1% y 20% FCS, 

se infectó con un medio que ya contenía el virus (cedido originalmente por B. Fleckenstein). 

Este cultivo se mantuvo en medio BME (BioWhitaker) suplementado con 1% Glu, 1% Ab, 

1% de aminoácidos esenciales y 20% FCS hasta que la monocapa característica de este tipo 

de cultivos estaba complemente lisada (10-15 días). El sobrenadante del cultivo lisado, rico en 

partículas virales, fue utilizado como fuente de HVS en sucesivas infecciones, tanto de 

linfocitos T como de células OMK (para generar más sobrenadante infectivo). El 

sobrenadante se mantuvo siempre a 4ºC no más de 6 meses desde su obtención, fecha en que 

se preparó un nuevo lote. 

 
2.2 Infección de linfocitos aislados de sangre periférica 
con sobrenadante HVS. 
 
 Los linfocitos de sangre periférica obtenidos se resuspendieron en medio CG-RPMI 

(proporción 1/1; Vitromex y Gibco BRL respectivamente) suplementado con 1% Glu, 1% Ab, 

10% FCS, 40 UI/ml de rIL2 (donada por Hoffmann-LaRoche) y 1% PHA (Sigma), a una 

concentración final de 1-2x106 células/ ml. El mismo día del aislamiento se añadió a cada 

mililitro de suspensión celular otro mililitro de sobrenadante infectivo del virus (1/1), 

dejándose las células en cultivo -en placas de 24p (Costar)- durante 7 días sin retirar el medio. 

Pasado este tiempo los cultivos fueron cambiados periódicamente (cada 3-4 días) con el 

mismo medio CG-RPMI arriba descrito, pero en ausencia de PHA. Las células, en todos los 

casos, se mantuvieron a una concentración óptima de crecimiento de 1x106 células/ ml. En 

paralelo, y como control de infección, se generaron cultivos en las mismas condiciones de 

crecimiento, que no fueron expuestos al virus. La muerte de los cultivos no infectados 

(control de infección) frente a la supervivencia de los expuestos al virus y la adquisición de 

morfología linfoblastoide en las células expuestas fueron los criterios elegidos para considerar 

inmortalizada una línea (Pacheco-Castro y cols 1995). 
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3 Caracterización fenotípica 
 

3.1 Fenotipo Básico: Citometría 
 

 Para la detección de moléculas linfocitarias se utilizaron los anticuerpos monoclonales 

listados en la Tabla (X). La expresión de los distintos marcadores linfocitarios, de superficie o 

intracelulares, se analizó mediante técnicas de citometría de flujo tal y como se describe en 

los puntos 3.1.- y 3.2.-. Todas las tinciones, tanto de PBL como de linfocitos transformados 

con HVS, se llevaron a cabo de la misma manera. La cuantificación del marcaje de superficie 

o intracelular se realizó por citometría de flujo en un citómetro EPICS ELITE (Coulter, 

Hialeah, FL). Las células se seleccionaron por criterios de tamaño /complejidad para eliminar 

las no viables, analizándose 10.000 células por muestra. Se consideraron positivas todas las 

células con intensidades de fluorescencia por encima del límite superior de los 

correspondientes controles negativos (anticuerpos inespecíficos del mismo isotipo y especie 

que los empleados para la tinción). Los resultados se representaron en histogramas de 

intensidad fluorescencia uni- o bidimensionales. En los primeros, las abscisas representan la 

intensidad de fluorescencia en una escala logarítmica, y las ordenadas representan el número 

de células en unidades arbitrarias. En el caso de análisis de dos colores, las abscisas 

representan la intensidad de fluorescencia verde y las ordenadas la intensidad de fluorescencia 

roja. 

 
Tabla. Anticuerpos monoclonales empleados en el presente trabajo para el análisis fenotípico y funcional 

mediante citometría de flujo. En todos los casos se añadieron 10 µl de anticuerpo por cada millón de células. 

 

Especificidad Nombre Tipo /Dilución 

CD3 εδ+ εγ Leu4 50 µg /ml 

CD4 Leu3a 50 µg /ml 

CD8a Leu2a 50 µg /ml 

CD69 Leu23 25 µg /ml 

CD154  50 µg /ml 

IL-2 Anti-human IL-2 25 µg /ml 

TNF-α Anti-human 25 µg /ml 

IFN-γ Anti-human 25 µg /ml 
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3.1 Tinciones Extracelulares 
 

 Las células se lavaron 2 veces con PBS- 1% FCS y se resuspendieron a una 

concentración final de 1x106 células /ml en la misma solución, antes de dispensar 100 µl de 

suspensión a cada uno de los pocillos de una placa de 96p con fondo en V (Costar). A 

continuación se centrifugaron las placas a 1.400 rpm durante 10 minutos y a 4ºC y se decantó 

finalmente el sobrenadante. Posteriormente se añadieron a cada pocillo las cantidades 

adecuadas del correspondiente anticuerpo monoclonal, se resuspendieron las células 

cuidadosamente, y se incubaron de este modo durante 30-40 minutos a 4ºC y protegidas de la 

luz. Tras la reacción de marcaje, y para los anticuerpos previamente conjugados con un grupo 

fluorescente –FITC y /o PE-, las células se lavaron otras 2 veces con PBS-1% FCS, se 

resuspendieron en 500 µl de PBS-1% formaldehído y se analizaron finalmente por citometría 

de flujo. 

 

3.2 Tinciones Intracelulares 
 

 Todos los marcajes intracelulares se llevaron a cabo en tubos Eppendorf 

(Labclinics)de 1,5 ml. Las células se lavaron en PBS a temperatura ambiente y se 

resuspendieron en la misma solución a una concentración final de 5x106 células /ml, antes de 

dispensar 5x105 células /tubo, y volver a lavar de la misma manera. Tras decantar los 

sobrenadantes, las células se resuspendieron en 500 µl de PBS-4% formaldehído y se 

incubaron de este modo durante 20-30 min a temperatura ambiente. A continuación se 

permeabilizaron las células lavando los tubos 2 veces con PBS-0,1% saponina (Sigma) 

resuspendiéndolas en 100 µl de PBS-1% saponina, y finalmente se incubaron con las 

cantidades adecuadas de los correspondientes anticuerpos durante 30-40 min a temperatura 

ambiente y en ausencia de luz. De forma similar a las tinciones extracelulares, tras la reacción 

de marcaje, y para los anticuerpos previamente conjugados con un grupo fluorescente –FITC 

o PE-, las células se lavaron otras 2 veces con PBS-0,1% saponina, se resuspendieron en 500 

µl de PBS y se analizaron finalmente por citometría de flujo 
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4 Análisis funcionales 
 

4.1 Inducción de proteínas de activación 
 

 Para realizar los análisis de inducción de proteínas de activación en las células 

transformadas con HVS, éstas se mantuvieron previamente en medio CG-RPMI, sin rIL2 ni 

suero, durante toda la noche anterior al experimento (día previo al correspondiente cambio de 

medio). Posteriormente se resuspendieron en medio CG-RPMI sin rIL2 a una concentración 

de 500.000 células /ml, se añadieron 200 µl de la suspensión celular en placas de 96 pocillos 

con fondo en U en ausencia o en presencia de 1 µg/ml de anticuerpo anti-CD3 (IOT3b) 

inmovilizado o PMA (10 ng/ml, Sigma) más ionomicina (750 ng/ml, Sigma), y se incubaron 

durante 9 horas, (para la determinación de CD69 y CD40L). 

 En el caso de la estimulación con anticuerpo anti-CD3 (IOT3b, Inmunotech), se 

adsorbió previamente el anticuerpo monoclonal a la placa. Para ello se resuspendió el 

anticuerpo monoclonal anti-CD3 a la concentración de trabajo en tampón Tris-HCl 50 mM, 

pH 8 estéril, se añadieron 50 µl por cada pocillo de una placa de 96 pocillos de fondo en U y 

se incubó durante 8 h a 4 ºC, guardándose después a –20ºC hasta el momento de su 

utilización. Antes de añadir las células a los pocillos con anti-CD3 inmovilizado se realizaron 

3 lavados con medio RPMI (añadiendo 200 µl/pocillo y decantando posteriormente). 

 Tras la activación, se lavaron las células dos veces con PBS (centrifugación a 1200 

rpm, 4 ºC, 8 min) y se realizó la tinción con anticuerpos anti-CD154 y anti-CD69 como se 

indica en el apartado 3.1. Posteriormente se analizaron por citometría de flujo. 

 

4.2 Inducción de citocinas 
 

 Al igual que en los casos anteriores, para la inducción de citocinas las células 

transformadas con HVS se mantuvieron previamente en medio CG-RPMI, sin rIL2 ni suero, 

durante toda la noche previa al experimento. Las células T transformadas con HVS fueron 

resuspendidas en medio CG-RPMI, sin r-IL2 ni suero, a una concentración de 500.000 

células/ml, se añadieron 200 µl de esta suspensión celular en placas de 96 pocillos en fondo 

en U en ausencia o en presencia de 1 µg/ml de anticuerpo anti-CD3 (IOT3b) inmovilizado 

(como se indica en el apartado 4.1) o PMA (10 ng/ml, Sigma) más ionomicina (750 ng/ml, 

Sigma), y se incubaron durante 9 h a 37 ºC. A las dos horas del inicio de la incubación se 
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añadieron 2 µg/ml de Brefeldina A (Sigma) en cada pocillo con el fin de bloquear el 

transporte intracelular y acumular las citocinas sintetizadas. Tras la activación, se pasaron las 

células a tubos Eppendorf (Labclinics), se lavaron dos veces con PBS (centrifugación a 1.200 

rpm, 4 ºC, 8 min), y se fijaron con 500 µl de PBS con formaldehido al 4% durante 20 min a 

temperatura ambiente. Por último se realizaron los marcajes intracelulares con anticuerpos 

anti-IL2 y anti-TNFα conjugados con PE y FITC respectivamente, o con anti-IFN-γ 

conjugado con PE, tal y como se indica en el apartado 3.2. Posteriormente se analizaron las 

muestras por citometría de flujo. 
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 Resultados 

Obtención y caracterización 
fenotípica de células T de pacientes 
con CVID transformadas con HVS 
 

 Tras la exponer las células mononucleares de sangre periférica de 40 pacientes 

diagnosticados con CVID y de 40 individuos sanos a Herpesvirus saimiri (HVS) en las dos 

diferentes condiciones de cultivo expuestas anteriormente en Materiales y Métodos (Pág. ), se 

obtuvieron 59 y 66 líneas puras de células T transformadas con HVS, respectivamente (Tabla 

I). El análisis mediante inmunofluorescencia del inmunofenotipo de las células T 

transformadas de pacientes con CVID indicó que el porcentaje y la intensidad de la expresión 

en la superficie celular del complejo TCR/CD3 y de CD4 o CD8 era comparable al de las 

células T transformadas de individuos normales (¿TABLA?). 

 
Tabla X. Distribución fenotípica en líneas T transformadas con Herpesvirus saimiri 

procedentes de distintas muestras a

 

Fenotipo 
CVID 

(n=59) 

AT 

(n=26) 

AXL 

(n=9) 

Normales 

(n=66) 

CD4 + 27 * 8 0 3 

CD8 + 73 * 92 100 97 

 

a Porcentaje de líneas T transformadas con fenotipo CD4+ o CD8+ obtenidas de los cultivos celulares indicados 

entre paréntesis. CVID = Inmunodeficiencia común variable. AT= Ataxia telangiectasia. XLA = 

Agammaglobulinemia ligada al cromosoma X.  p= 2x10 -5 vs. normales (Test exacto de Fischer). Solo se 

resaltan diferencias estadísticamente significativas. 
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 El análisis fenotípico de nuestras líneas reveló, inesperadamente, una proporción 

significativamente mayor de líneas T CD4+ y una menor proporción de líneas CD8+ T 

comparado con las líneas obtenidas de individuos sanos (27% vs. 3%, 73% vs. 97%). Para 

saber si este inesperado resultado era específico para las células de individuos 

inmunodeficientes, transformamos células de otras dos inmunodeficiencias no relacionadas y 

que también presentan una deficiencia de anticuerpos, pero que a diferencia de la CVID se 

conocen las mutaciones primarias responsables de la enfermedad: ataxia telangiectasia (AT) 1 

y la agammaglobulinemia ligada a X2 o enfermedad de Bruton (XLA). No se observaron 

diferencias entre la proporción de líneas de células T CD4+ o CD8+ T de estas dos 

inmunodeficiencias cuando se compararon con los controles. Los resultados pueden reflejar 

una ventaja de las células T CD4+, o una desventaja de las T CD8+, dentro de un significativo 

grupo (27%) de pacientes con CVID, que únicamente se pondría de manifiesto tras la 

exposición al Herpesvirus saimiri en nuestras particulares condiciones de cultivo. 

                                                           
1 La ataxia-telangiectasia es un trastorno neuroinmunológico progresivo, de herencia autosómica recesiva, 
causado por mutaciones en el gen ATM (AT mutated) situado en el cromosoma 11, que codifica una proteína 
que interviene en la transducción de señales, regulación del ciclo celular, reparación del ADN y procesos de 
recombinación somática. Los síntomas, que aparecen a partir de los 2 años, consisten en ataxia cerebelar 
progresiva, telangiectasia en ojos y orejas e infecciones sinopulmonares recurrentes. La incidencia es de 
1:40.000. Los linfocitos sufren frecuentemente roturas, inversiones y translocaciones en los complejos de genes 
del TcR y de las inmunoglobulinas de los cromosomas 7 y 14 respectivamente, mientras que en los fibroblastos 
ocurre al azar. Por esto, y aunque no existe un patrón inmunológico único, por regla general, los individuos 
afectos presentan deficiencias en la función de los linfocitos T y el 40% de los pacientes desarrollan defectos en 
la inmunidad humoral, como deficiencias IgA o deficiencias de los isotipos IgG2-IgG4. Asimismo, el 95 % de 
los pacientes tienen una concentración elevada de α-fetoproteína, que es síntoma de un defecto de formación y 
maduración de órganos. El defecto génico (más de 150 mutaciones identificadas; todas únicas) afecta a una 
proteína que interviene en la reparación del ADN, ya que las células de estos enfermos presentan una gran 
susceptibilidad a las mutaciones provocadas por radiaciones ionizantes. 
 
2 La deficiencia de Btk es una inmunodeficiencia caracterizada por la ausencia o profunda disminución de los 
niveles de inmunoglobulinas en el suero y del número de linfocitos B circulantes. La enfermedad tiene una 
frecuencia de 1:50.000 a 1:100.000 habitantes. El defecto génico último, localizado en la porción media del 
brazo largo del cromosoma X (Xq21.3-22), radica en un gen que codifica para una proteína tirosin cinasa ubicua 
denominada Btk (Bruton´s agammaglobulinaemia tyrosine kinase). La carencia de esta proteína, necesaria para 
la expansión de las células B en un punto crítico de su maduración, afecta el desarrollo del linaje B de tal forma 
que aún existiendo células pro-B, hay muy pocas células pre-B (con cadena µ intracitoplasmática) y estas son 
incapaces de diferenciarse hacia células B maduras, lo que en definitiva implica la ausencia de gammaglobulinas 
por la falta de células productoras de anticuerpos. El desarrollo de los linfocitos T, los monocitos y los 
granulocitos no se encuentra afectado. Los primeros síntomas consisten en infecciones bacterianas repetidas, 
otitis, bronquitis, neumonía, meningitis, conjuntivitis y ocasionalmente dermatitis y malabsorción.. Existe una 
forma de agammaglobulinemia que se hereda de forma autosómica recesiva en la que cerca de la mitad de los 
pacientes tienen mutaciones en el gen de la cadena pesada µ o en el gen λ5/14.1 y no en el gen de la Btk. 
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Inducción de moléculas de 
superficie en líneas HVS CD4+

 

 Los linfocitos T se comunican con otras células del sistema inmune mediante la 

expresión de novo de moléculas en su superficie, así como mediante la generación de factores 

solubles como lo son las citocinas. Tras la activación del linfocito T a través de su complejo 

TcR/CD3 se produce la inducción de dichas moléculas de superficie. 

 

Una de estas moléculas es CD154, antes denominada CD40L, la cual está implicada en 

la cooperación de los linfocitos T con los linfocitos B, y es decisiva en la maduración y 

diferenciación de las células B a células plasmáticas o productoras de anticuerpos así como 

del cambio de isotipo. La activación directa de CD154 genera señales coestimuladoras que 

regulan la producción de IL4 (Vilcek J et al, 1991) y la expresión de moléculas de adhesión 

(ICAM-1) (Malinin NL et al, 1997). CD154 interacciona con la molécula CD40 presente en la 

superficie de los linfocitos B (Clark EA et al, 1994) promoviendo la activación de los 

linfocitos B (incluyendo la expresión de CD23), diferenciación y switch de Igs por parte de 

éstos (Lederman SM et al, 1992b). CD154 es una molécula de 33 kDa expresada en linfocitos 

T CD4+ y algunos CD8+ activados, monocitos, células NK, mastocitos y basófilos. Es una 

glicoproteína de membrana tipo II con una secuencia homóloga a TNFα y una estructura 

terciaria similar al trímero TNFα. El estudio de CD154 (CD40L) era de gran interés ya que un 

defecto en su expresión podría explicar en parte la deficiencia en la producción de 

inmunoglobulinas típica de estos pacientes. 

 

 Por lo tanto, lo siguiente que nos propusimos fue comparar la capacidad intrínseca de 

un número de líneas celulares puras de pacientes con CVID con líneas T puras de individuos 

normales tanto HVS CD4+ como CD8+ T para generar tales señales in vitro en respuesta tanto 

a estímulos de membrana (anti-CD3) y transmembranales (PMA + Ionomicina). 

 

Asimismo, la expresión de CD154 induce la delección clonal de células B cuyo receptor 

ha sido desensibilizado por estimulación con antígenos propios o por no unirse antígeno al 

receptor de la célula B (Rathmell JC et al, 1996). 
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 Cuando analizamos la inducción de CD154 en todas las líneas T CD4+ disponibles, no 

encontramos diferencias estadísticamente significativas entre las líneas HVS CD4+ normales 

y HVS CD4+ de pacientes con ninguno de los estímulos utilizados (Figura 1). 

NORMALES CVID

C
D

15
4

A

B

 

Figura 1.- Porcentaje de células HVS CD4+ CD154 positivas en dos individuos normales y 10 pacientes CVID

ordenados de menor a mayor en respuesta a la estimulación con anti-CD3. Las células fueron analizadas sin 

estimular ( ) o estimuladas durante 9h en la presencia de anti-CD3 ( ) o PMA+ION ( ). Cuando el 

experimento fue repetido (normalmente tres veces), se representa la media ± DS. La línea discontinua representa

el límite inferior de respuesta obtenido en las líneas normales tras estímulo con anti-CD3. 
 Sin embargo, observamos que la mitad de nuestros pacientes (5 de 10) estaban por 

debajo de la expresión mínima de CD154 obtenida en las células HVS CD4+ de individuos 

normales tras la estimulación con anti-CD3 (línea discontinua en la Figura 1). 

 

 

 De acuerdo con esto, agrupamos nuestros pacientes en dos grupos diferentes a) 

aquellos en los que la inducción de CD154 tras estimulación con anti-CD3 era similar a la 

obtenida en el grupo de individuos normales (A de altos respondedores en las Figuras 1 y 2), 

y en los que el valor medio de expresión tras el estímulo membranal era de un 78% 

comparado con un 73,6% de expresión en las células transformadas CD4+ de individuos 

normales y b) aquellos cuya respuesta estaba por debajo del límite indicado (B de bajos 
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respondedores en las Figuras 1 y 2), valor medio de expresión 46.8% comparado con la 

expresión en las células de individuos normales 73,6%. Una diferencia altamente significativa 

apareció entre el subgrupo de CVID B y los otros dos subgrupos (A CVID pacientes o 

controles normales (Figura 2).  
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Basal Anti-CD3 PMA+ION

p ,N p <0.004A *

N N N
A A AB BSubgrupo
CVID CVID CVID

B

Figura 2.- Mismos datos que en la Figura 1, agrupados por el grado de respuesta a la estimulación con anti-

CD3. Los pacientes con una respuesta por debajo o por encima del límite inferior de respuesta obtenido en los

individuos normales (línea discontinua en la Figura 1) fueron agrupados como B (Bajos) o A (Altos)

respondedores. Las pequeñas líneas horizontales representan la media estadística de células HVS CD4+ CD154

positivas para cada grupo o subgrupo. La significación estadística en todas las comparaciones realizadas entre

grupos y subgrupos era mayor de 0.05 excepto donde se indica (B vs N, pN=0.004; B vs A, pA=0.0004; B vs

N+A, pN+A=0.0001). Con objeto de incrementar el número de controles dos líneas de células AT

transformadas(previamente demostrada su normalidad en la inducción de CD154 [45]) fueron incluidas en el

análisis (B vs N+AT, pN+AT=0.0005) 

 

 Estos resultados sugieren la existencia de un subgrupo de pacientes con CVID (B) 

con un defecto intrínseco en la inducción de CD154 a través de CD3. Este defecto funcional 

impide a una significativa fracción de las células T CD4+ modular positivamente CD154 

tras la estimulación a través de CD3 (Fig. 2), sin embargo, atendiendo a la intensidad de 

fluorescencia media (MFI = Mean Fluorescence Intensity) obtenida en las tinciones, las 
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células capaces de inducir esta molécula de superficie consiguen alcanzar niveles de 

expresión comparables a los conseguidos por las células CD4+ transformadas de individuo 

normales. (Figura 3 y datos no mostrados). 
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 Con objeto de explorar si el defecto observado era específico para CD154, analizamo

la inducción de otra molécula utilizada como marcador de activación, denominada CD69

CD69 es una molécula perteneciente a la superfamilia de las lectinas animales tipo C. Es e

antígeno inducible que más temprano aparece tras la activación de los linfocitos T con un

amplia variedad de estímulos. No se detecta en linfocitos de sangre periférica en reposo 

aparece tan solo 30-60 minutos después de su estímulo. La regulación a nivel genético es au

más rápida y, como ocurre con otros genes inmediatos, el gen CD69 tiene una expresió

rápida y transitoria seguida de una degradación prácticamente instantánea a nivel de ARNm

Figura 3.- Dot plots representativos de un análisis mediante citometría de flujo en dos colores con anti-CD154-

PE y anti-CD69-FITC en células HVS CD4+ del paciente número 2 (subgrupo B) comparadas con las células

HVS CD4+ de un donante sano (Normal número 1), tanto sin estimular como estimuladas. 
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No se conoce ligando fisiológico de CD69. Tal y como estaba descrito previamente (38), 

CD69 se expresa constitutivamente en las células T transformadas, y en contraste con CD154, 

solo se induce levemente tras estimulación (Figs. 3 y 4). No encontramos diferencias 

estadísticamente significativas ni en los niveles de expresión (MFI) ni en los de inducción (%) 

de CD69 entre los pacientes CVID o cualquiera de los subgrupos (Fig. 4). Por lo tanto, el 

defecto observado en el grupo denominado CVID B era específico para CD154. 
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Figura 4.- Porcentaje de células HVS CD4+ CD69 positivas agrupadas en Normales (N) y pacientes CVID

como en la Figura 2. 

 

El bajo número de líneas de células T HVS CD4+ normales disponibles (aunque 

ampliamente analizadas, Ver pie de la Figura 2) y el hecho de que la muestra de líneas HVS 

CD4+ procedentes de pacientes no mostrasen, como grupo, diferencias signicativas en la 

inducción de ninguna de las moléculas de superficie cuando se compararon con los controles, 

impone un cauteloso análisis de los datos obtenidos.  
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Inducción de moléculas de 
superficie en líneas HVS CD8+

 
A continuación realizamos un estudio similar en 15 líneas de células T HVS CD8+ 

(Fig. 5), puesto que previamente se habían descrito defectos funcionales en las células T 

CD8+ de algunos pacientes con CVID (29) y sabíamos que CD154 puede expresarse en 

células Tc (48). 

 

Tal y como sucedió con las líneas de células HVS CD4+, no encontramos diferencias 

estadísticamente significativas entre las líneas de células T HVS CD8+ normales y las de los 

pacientes con CVID (Fig. 5). En cualquier caso, los resultados obtenidos mostraban un patrón 

de expresión en las líneas HVS CD8+ completamente distinto del de las líneas HVS CD4+. 

Tanto las células normales como las células CVID CD8+ mostraron un amplio rango de 

inducción para la molécula CD154 (desde menos del 5% hasta un 80% con alguno de los 

estímulos utilizados). Esto impidió establecer subgrupos de alta o baja expresión (A o B), 

puesto que el límite más bajo de expresión en las líneas normales sería menor del <5%. 
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Figura 5.- Porcentaje de células HVS CD8+ CD154 positivas en 15 pacientes CVID y 15 controles sanos, 

pareados en sexo y edad, ordenados de menor a mayor en respuesta a la estimulación con anti-CD3. Los 

números en el eje de abcisas representan el nº de paciente (algunos de los cuales también están en la Figura 1) y

su control respectivo. Las células fueron analizadas sin estimular ( ) o estimuladas durante 9h en la presencia 

de anti-CD3 ( ) o PMA+ION ( ). Cuando el experimento fue repetido (normalmente tres veces), se representa

la media ± DS. La línea discontinua define arbitrariamente ee límite entre respondedores (R) y no 

respondedores (NR) en la expresión de CD154. 
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En contraste, pudimos establecer dos subgrupos dentro de las líneas normales y las de 

pacientes CVID, a) aquellos cuyo tanto por ciento de expresión de CD154 era muy bajo antes 

y después de la estimulación (por debajo de la línea discontinua establecida arbitrariamente en 

la Fig. 5), y que denominamos No Respondedores (NR), y b) aquellos que expresaban 

basalmente y tras estimulación CD154 (por encima de la línea discontinua establecida 

arbitrariamente en la Fig. 5), denominados Respondedores (R). No se detectaron diferencias 

significativas en la inducción de CD154 entre las líneas HVS CD8+ de donantes sanos y las de 

los pacientes en ninguno de los dos subgrupos establecidos R (o NR) (Fig. 6), aportando 

solidez a los datos encontrados en las líneas CD4+. 
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Figura 6.- Mismos datos que en la Figura 5, agrupados por el tipo de respuesta a la estimulación con anti-

CD3 (NR o R, ver Fig. 5. Las pequeñas líneas horizontales representan la media estadística de células HVS

CD8+ CD154 positivas para cada grupo o subgrupo. La significación estadística en todas las comparaciones

realizadas entre grupos y subgrupos era mayor de 0.05 
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 Resultados 

 El análisis de la expresión e inducción de CD69 en las líneas de células T HVS CD8+  

no reveló ninguna tendencia en el subgrupo NR de los pacientes ni tampoco en los normales 

(Fig. 7), apoyando la idea de que el estado en el subgrupo NR es específico para CD154 en las 

líneas CD8+ (pero no en las CD4+). 
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El análisis de CD69 reveló, al igual que fue observado en las líneas CD4+, que se 

expresa constitutivamente y únicamente se induce ligeramente tras estimulación, tal y como 

se observa en las líneas HVS. El análisis de inducción en dos colores de CD154 y CD69 en 

las células del subgrupo R demuestran que no existen diferencias distinguibles entre las 

normales y las de los pacientes con CVID (Fig. 8). 

Figura 7.- Porcentaje de células HVS CD8+ CD69 positivas agrupadas en Normales (N) y pacientes

CVID como en la Figura 6. 
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Figura 8.- Dot plots representativos de un análisis mediante citometría de flujo en dos colores con anti-

CD154-PE y anti-CD69-FITC en células HVS CD8+ del paciente número 6 (subgrupo R) comparadas con

las células HVS CD8+ de un donante sano (Normal número 4, subgrupo R), tanto sin estimular como

estimuladas. 
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 Resultados 

Inducción de citocinas 
intracelulares en líneas HVS CD4+
 

 Nuestro siguiente objetivo fue medir mediante citometría de flujo la habilidad de las 

líneas de linfocitos T CD4+ y CD8+ de pacientes CVID transformadas con HVS para generar 

diversas citocinas (IL-2, Factor de necrosis tumoral -alpha -TNF-α e interferón-gamma -IFN-

γ) basalmente y tras estimulación in vitro con anti-CD3 o acetato de forbol mirístico (PMA) + 

ionomicina (ION) durante 9 horas. Desafortunadamente, la citocina IL-4 no puede medirse en 

células T transformadas, puesto que adquieren un fenotipo Th1 (34). No encontramos 

diferencias estadísticamente significativas cuando comparamos las líneas HVS CD4+ de los 

controles y de los pacientes, analizadas como grupo, en ninguna de las citocinas analizadas. 

Sin embargo, tal y como se observó en las inducción de CD154 en las líneas CD4+ de los 

pacientes (Fig. 1, Pág. x), una importante proporción líneas CD4+ de los pacientes CVID 

analizadas (4 de 10) se encontraban por debajo del limite inferior de inducción de IL-2 

obtenido en los controles sanos tras estimulación con anti-CD3 (línea discontinua en la Fig. 

9). 

IL
2

100
Figura 9.- Porcentaje de células HVS CD4+ IL-2 positivas en dos individuos normales y 10 pacientes CVID 

ordenados de menor a mayor en respuesta a la estimulación con anti-CD3. Las células fueron analizadas sin 

estimular ( ) o estimuladas durante 9h en la presencia de anti-CD3 ( ) o PMA+ION ( ). Cuando el 

experimento fue repetido (normalmente tres veces), se representa la media ± SD. La línea discontinua 

representa el límite inferior de respuesta al estímulo con anti-CD3 obtenido en las líneas control. 
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Interesantemente, estos cuatro pacientes pertenecían al subgrupo denominado B definido 

también, en la Figura 1, como bajos respondedores para la inducción de CD154. Cuando las 

líneas de los pacientes CVID fueron agrupados en los mismos subgrupos que los definidos 

como A y B en la Figura 1, observamos una diferencia significativa entre el grupo de 

pacientes B y el A (Fig. 10) o entre el grupo A + las líneas normales (Ver pie de la Figura 10). 
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p  <0.008A*
Subgrupo

Figura 10.- Mismos datos que en la Figura 9, agrupados por el grado de respuesta al estímulo con anti-CD3.

Los pacientes fueron agrupados como Altos (A) o Bajos respondedores (B) de acuerdo con su respuesta en la

inducción de CD154 tras estímulo con anti-CD3 (Fig. 2). La pequeña línea horizontal indica la media

estadística del número de células positivas para cada grupo o subgrupo. La significación estadística en todas
las comparaciones realizadas entre grupos y subgrupos era mayor de 0.05 excepto donde se indica (B vs

A, pA=0.008; B vs N+A, pN+A= 0.005 y H vs N). 

 59



 Resultados 

 Concluimos, por lo tanto que el subgrupo B identifica un grupo de pacientes con 

CVID cuyos linfocitos T CD4+ presentan un defecto en la capacidad para generar señales 

cooperadoras, tanto de membrana (CD154) como solubles (IL-2). Aún más, se observa una 

correlación estadísticamente significativa (r = 0.84, p = 0.0012) entre la inducción mediada 

por la estimulación con anti-CD3 de CD154 y de IL-2 (Fig. 13). 
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Figura 11.- La inducción de IL-2 por células T transformadas CVID CD4+ tras estimulación con anti- CD3

correlaciona significativamente con la inducción de CD154 con el mismo estímulo (p = 0.0012, r = 0,84). Las

líneas discontinuas marcan el limite inferior de inducción obtenida en las líneas control tras estimulación con

anti-CD3. Los pacientes definidos como A y B en la Figura 2 se agrupan claramente por encima o debajo del

límite para IL-2 respectivamente, excepto con un único paciente. 
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 Resultados 

 A continuación realizamos el mismo estudio de inducción en las células HVS CD4+ 

para la citocina TNF-α. Como puede observarse en la Figura 12, solamente uno de los 

pacientes (Número 1) se encontraba por debajo del límite inferior de respuesta al estímulo con 

anti-CD3. De nuevo no encontrábamos diferencias significativas entre el grupo de pacientes y 

el de controles. 

TN
Fα

 

Figura 12.- Porcentaje de células HVS CD4+ TNF-α positivas en dos individuos normales y 9 pacientes CVID

ordenados de menor a mayor respuesta a la estimulación con anti-CD3. Las células fueron analizadas sin

estimular ( ) o estimuladas durante 9h en la presencia de anti-CD3 ( ) o PMA+ION ( ). Cuando más de un

experimento fue repetido (normalmente tres veces), se representa la media ± SD. La línea discontinua representa

el límite inferior de respuesta al estímulo con anti-CD3 obtenido en las líneas control. 
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 Seguidamente contrastamos los subgrupos creados en la Figura 1 (Altos (A) y Bajos 

(B) respondedores en la inducción de CD154 tras estimulación con anti-CD3) no 

encontrándose diferencias estadísticamente significativas en ninguna de las comparaciones 

realizadas (Figura 13). 
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 Por lo tanto, no encontramos diferencias significativas en la inducción de TNF-α 

cuando comparamos las líneas HVS CD4+ de los controles sanos y las de los pacientes con 

CVID, ni cuando se analizaron como grupo, ni en los subgrupos establecidos en la Figura 2. 

Figura 13.- Mismos datos que en la Figura 12, agrupados por el tipo de estímulo. Los pacientes fueron

agrupados como Altos (A) o Bajos respondedores (B) de acuerdo con su respuesta en la inducción de CD154

tras estímulo con anti-CD3 (Fig. 2). La pequeña línea horizontal indica la media estadística del número de

células positivas para cada grupo o subgrupo. La significación estadística en todas las comparaciones

reali adas entre grupos y subgrupos era mayor de 0.05. z
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 A continuación realizamos el mismo estudio de inducción en las células HVS CD4+ 

para la citocina IFN-γ. Como puede observarse en la Figura 14, solamente uno de los 

pacientes (Número 1) se encontraba por debajo del límite inferior de respuesta al estímulo con 

anti-CD3. De nuevo no encontrábamos diferencias significativas entre el grupo de pacientes y 

el de controles. 

 

IF
N
γ

Figura 14.- Porcentaje de células HVS CD4+ IFN-γ positivas en dos individuos normales y 9 pacientes CVID 

ordenados de menor a mayor en respuesta a la estimulación con anti-CD3. Las células fueron analizadas sin 

estimular ( ) o estimuladas durante 9h en la presencia de anti-CD3 ( ) o PMA+ION ( ). Cuando más de un 

experimento fue repetido (normalmente tres veces), se representa la media ± SD. La línea discontinua

representa el límite inferior de respuesta al estímulo con anti-CD3 obtenido en las líneas control. 
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 Seguidamente contrastamos los subgrupos creados en la Figura 1 (Altos (A) y Bajos 

(B) respondedores en la inducción de CD154 tras estimulación con anti-CD3) no 

encontrándose diferencias estadísticamente significativas en ninguna de las comparaciones 

realizadas (Figura 13). 
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γ

Basal Anti-CD3 PMA+ION

p  <0.004N *
Figura 15.- Mismos datos que en la Figura 14, agrupados por el tipo de estímulo. Los pacientes fueron

agrupados como Altos (A) o Bajos respondedores (B) de acuerdo con su respuesta en la inducción de CD154 tras

estímulo con anti-CD3 (Fig. 2). La pequeña línea horizontal indica la media estadística del número de células

positivas para cada grupo o subgrupo. La significación estadística en todas las comparaciones realizadas
entre grupos y subgrupos era mayor de 0.05 excepto donde se indica (A vs. N, pN = 0.004). 
 Por lo tanto, no encontramos diferencias significativas en la inducción de IFN-γ 

cuando comparamos las líneas HVS CD4+ de los controles sanos y las de los pacientes con 

CVID como grupo, pero, inesperadamente, el subgrupo de altos respondedores (A) mostró un 

inducción de IFN-γ vía CD3 estadísticamente significativa en comparación con los normales 

(Fig. 15). 
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 Resultados 

Inducción de citocinas 
intracelulares en líneas HVS CD8+
 

 Seguidamente realizamos el mismo estudio y aplicando el mismo criterio en 15 líneas 

HVS CD8+ de pacientes CVID y en sus respectivos controles pareados en sexo y edad. 

Además incluimos en el estudio 5 líneas HVS CD8+ de pacientes con ALX. 

 No encontramos diferencias estadísticamente significativas en la inducción en ninguna 

de las líneas analizadas como grupo, tal y como puede observarse en la Figura 16. 

0
0

1

1

10

2 7 8 11 12 14 15 16 18 19 0
0

1

1

10

2 4 7 8 1110 12 13 14 1815 19 22

0
0

20

40

60

80

100

1 2 7 8 11 12 14 15 16 18 19

0
0

20

40

60

80

100

2 7 8 11 15 16 18

0
0

20

40

60

80

100

1 2 7 8 11 12 14 15 16 18 19

0
0

20

40

60

80

100

1 2 7 8 11 15 16 18

IL2

Nº de paciente

%
 d

e 
cé

lu
la

s 
pr

od
uc

to
ra

s

TNFα

IFNγ

 65

Figura 16.- Porcentaje de expresión de diversas citocinas (IL-2, TNF-α , IFN-γ) en 15 líneas de pacientes

HVS CD8+ (Derecha) y sus respectivos controles (Izquierda). Las células fueron analizadas sin estimular

( ) o estimuladas durante 9h en la presencia de anti-CD3 ( ) o PMA+ION ( ). Cuando más de un

experimento fue repetido (normalmente tres veces), se representa la media ± SD. La línea sombreada

reprenta los límites superior e inferior de respuesta al estímulo con anti-CD3 obtenido en las líneas control.



 Resultados 

 Para saber si el defecto visto en la inducción de CD154 tras la estimulación con anti-

CD3 en las líneas CVID HVS CD4+ era específico de linaje, agrupamos las líneas disponibles 

CVID HVS CD8+ de los pacientes definidos y agrupados como Altos (A) y Bajos (B) 

respondedores en la Figura 1. Además incluimos, también como control, 5 líneas de células T 

transformadas ALX HVS CD8+, puesto que a pesar de compartir el mismo cuadro clínico y 

tratamiento que la CVID, el origen genético de la enfermedad, mutaciones en el gen que 

codifica para la tirosín cinasa Btk, es específico de células B. Como puede verse en la Figura 

13, no existen diferencias estadísticamente significativas entre ningún grupo o subgrupo 

establecido. 
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Figura 17 Mismos datos que en la Figura 14 y los obtenidos en las líneas de 5 pacientes con ALX, agrupados 

por el tipo de estímulo. Los pacientes fueron agrupados como Altos (A) o Bajos respondedores (B) de acuerdo

con su respuesta en la inducción de CD154 tras estímulo con anti-CD3 (Fig. 2). La línea horizontal  indica la 

media del número de células positivas para cada grupo o subgrupo. Las diferencias estadísticamente

significativas en todas las comparaciones entre los grupos y subgrupos dentro de cada estímulo era mayor

que 0.05. 
 Por lo tanto no existen defectos de inducción de IL-2 en las líneas CVID HVS CD8+ 

comparadas con los controles, con los ALX, y ni siquiera en aquellas líneas cuyas células 

CD8+ transformadas del mismo paciente presentaban defectos de inducción de CD154 y de 

IL-2. El tratamiento con gammaglobulina intravenosa de estos pacientes no interfiere en los 

resultados descritos. 
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 Resultados 

 Con el mismo criterio que en el caso anterior, agrupamos los pacientes y evaluamos la 

inducción de TNF-α en las líneas HVS CD8+. 

 

 

100

80

60

40

0

20

α

N N N
A A AB B B

ALX ALX ALXCVID CVID CVID

Basal Anti-CD3 PMA+ION

Subgrupo

 

H

c

 

 

Figura 18.- Mismos datos que en la Figura 14 y los obtenidos en las líneas de 5 pacientes con ALX,

agrupados por el tipo de estímulo. Los pacientes fueron agrupados como Altos (A) o Bajos respondedores

(B) de acuerdo con su respuesta en la inducción de CD154 tras estímulo con anti-CD3 (Fig. 2). La línea

horizontal  indica la media del número de células positivas para cada grupo o subgrupo. Las diferencias

estadísticamente significativas en todas las comparaciones entre los grupos y subgrupos dentro de cada

estímulo era mayor que 0.05. 
Consecuentemente, no existen defectos de inducción de TNF-α en las líneas CVID 

VS CD8+ , ni como grupo ni entre los subgrupos creados, cuando se comparan con los 

ontroles o con los ALX. 
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 Repetimos lo mismo para evaluar la inducción de IFN-γ en las líneas HVS CD8+. 
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Figura 19.- Mismos datos que en la Figura 14 y los obtenidos en las líneas de 5 pacientes con ALX,

agrupados por el tipo de estímulo. Los pacientes fueron agrupados como Altos (A) o Bajos respondedores

(B) de acuerdo con su respuesta en la inducción de CD154 tras estímulo con anti-CD3 (Fig. 2). La línea

horizontal  indica la media del número de células positivas para cada grupo o subgrupo. Las diferencias

estadísticamente significativas en todas las comparaciones entre los grupos y subgrupos dentro de cada

estímulo era mayor que 0.05. 
Consecuentemente, no existen defectos de inducción de IFN-γ en las líneas CVID 

VS CD8+ , ni como grupo ni entre los subgrupos creados, cuando se comparan con los 

ontroles o con los ALX, ni siquiera en aquellas líneas cuyas células CD4+ transformadas del 

ismo paciente presentaban elevada inducción de IFN-γ. 
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 Discusión 

 
 La Inmunodeficiencia Común Variable (CVID) es un trastorno heterogéneo que afecta 

por igual a los dos sexos y que se caracteriza por el inicio de infecciones bacterianas 

recurrentes, habitualmente en la segunda o tercera décadas de la vida, debido a una marcada 

reducción de las concentraciones de inmunoglobulinas. Las alteraciones autoinmunitarias, 

incluidas la enfermedad de Addison, la tiroiditis y la AR, son frecuentes en estos pacientes y 

sus familiares. A veces hay diarrea, malabsorción e hiperplasia linfoide nodular del aparato 

gastrointestinal. A menudo se producen bronquiectasias. El carcinoma y el linfoma aparecen 

en el 10% de los pacientes. 

 

 Los mecanismos inmunitarios varían; por ejemplo, una actividad T supresora excesiva, 

un déficit de la actividad T cooperadora, defectos intrínsecos de la función de la célula B y 

autoanticuerpos frente a las células B o T. Como en la agammaglobulinemia ligada al X, es 

necesaria la inmunoglobulina durante toda la vida y deben usarse antibióticos para tratar cada 

infección. 

 

1. ¿Por qué transformar células T de pacientes con CVID? 
 

 Como ya se ha dicho, el defecto primario de la CVID permanece oculto, a pesar de los 

esfuerzos realizados para su identificación. Varios trabajos previos sugieren que un subgrupo 

de pacientes incluidos bajo el paraguas clínico /inmunológico de la CVID tienen algún grado 

de disfunción en las células T [14-26], que puede reflejarse en una deprimida o inadecuada 

cooperación con las células B provocando un fracaso en su activación y por tanto, en la 

apropiada diferenciación hacia células plasmáticas productoras de anticuerpos. 

 

 Además, algunos casos de pacientes clasificados como CVID han resultado ser una 

Hiper-IgM ligada al cromosoma X (2) o un síndrome linfoproliferativo (XLP) (27), que son 

defectos congénitos de células T. Por lo tanto, bajo el fenotipo CVID no solo puede haber 

otros defectos cuyo defecto primario está bien establecido, sino también esconder otras 

alteraciones de linfocitos T todavía no clarificadas. 

 

 Con la intención de investigar si tales defectos putativos eran intrínsicos a las células 

T, o por el contrario secundarios a una distribución de subpoblaciones T, a infecciones 

recurrentes o al tratamiento con inmunoglobulina intravenosa, hemos usado el Herpesvirus 
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saimiri (HVS) para la transformación de linfocitos T humanos de pacientes con CVID T. Este 

método ha sido también utilizado con éxito para analizar otras inmunodeficiencias congénitas 

[33-38]. 

 

2. Inmortalización de linfocitos T de CVID con HVS: el modelo vale 
 

En este trabajo se han utilizado por primera vez líneas de linfocitos T transformadas 

con HVS para el estudio de la inmunodeficiencia común variable y se ha demostrado que las 

células transformadas preservan defectos intrínsecos específicos de linaje. De hecho, este 

modelo podría ser utilizado para estudios posteriores de otros síndromes, que por sus 

características clínicas han sido mal diagnosticados como CVID y definitivamente son 

defectos de células T, como en el caso del síndrome linfoproliferativo (Deficiencia de SAP) o 

el síndrome de Hiper-IgM (Deficiencia de CD40L). Del mismo modo, las células 

transformadas con HVS de enfermos con CVID podrían utilizarse para el estudio de los 

distintos eventos, fosforilación y desfosforilación de proteínas, que tienen lugar en las células 

tras distintos estímulos. 

 

El Herpesvirus saimiri es un virus de la familia de los herpesvirus capaz de 

transformar linfocitos T con receptor TCR/CD3 del tipo αβ (Biesinger et al., 1992) y γδ 

(Yasukawa et al., 1995). Este virus, de forma análoga al EBV, infecta células T humanas, sin 

destruirlas, e induce en ellas modificaciones a nivel del control de su ciclo celular que 

suponen, en última instancia, la inmortalización de las células infectadas (Meinl y cols 1995). 

Las líneas T generadas se mantienen estables en su crecimiento durante largos periodos de 

tiempo (nuestro grupo continúa trabajando con células HVS inmortalizadas hace 6 años) y 

constituyen un muy buen modelo para el estudio de la fisiopatología del linfocito T. Con todo, 

el modelo HVS no deja de ser una aproximación de laboratorio a la célula T, de modo que la 

información que deriva del trabajo con líneas de este tipo ha de interpretarse siempre en el 

contexto del modelo, siendo cautos a la hora de las extrapolaciones al sistema in vivo. 

 

Aunque el receptor del virus HVS no es conocido, se sabe que no es específico de 

células T, ya que el virus puede infectar, aunque no transformar otros tipos celulares. Sin 

embargo sí parece necesaria la presencia del complejo TCR/CD3 para que se inmortalicen los 

linfocitos, ya que sólo se inmortalizan los que poseen el receptor (αβ o γδ) y de hecho, tras la 
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exposición al HVS de precursores tímicos CD34+ se inmortalizaron sólo células αβ o γδ, 

aunque se observó una población de células T inmaduras, con expresión reducida del TCR, 

que no se inmortalizó (Pacheco-Castro y cols 1996). Cómo hace el HVS para inmortalizar las 

células T que infecta es un mecanismo que se desconoce, aunque los mejores candidatos 

inductores de la inmortalización son las proteínas virales Stp C y Tip - las únicas proteínas 

virales producidas (Biesinger y cols 1995 y Fickenscher y cols 1996)-. La proteína Stp C 

interacciona con el protooncogén Ras, un importante regulador de la activación de la célula T, 

mientras que Tip se asocia con la proteína tirosina quinasa lck, fundamental en la activación 

de la célula T, a nivel del timo y en periferia. Ambas proteínas se encuentran, por tanto, 

asociadas a otras que participan directamente en la cascada de activación originada por el 

propio complejo TCR/CD3 (quizá sea esta la causa de la necesidad del complejo TCR/CD3 

en la inmortalización de células T). Por ello los análisis funcionales de las líneas HVS han 

tener en cuenta que quizá las etapas iniciales de muchos mecanismos señalizadores esenciales 

en la célula T se encuentren "alteradas". No obstante, los resultados obtenidos hasta ahora no 

sugieren que estas proteínas interfieran con el funcionamiento de la célula T mucho más allá 

de la "mera inmortalización", y parece que los resultados de este tipo de estudios son 

comparables  a los obtenidos con las mismas células antes de la transformación. 

 

Desde el punto de vista fenotípico, las líneas HVS parecen comportarse como líneas 

de linfocitos T maduros y activados, y conservan los principales marcadores típicos de células 

T (ver Introducción). 

 

 Todos los estudios realizados anteriormente con linfocitos T inmortalizados con HVS 

han demostrado que estas células preservan, en general, las características fenotípicas, 

funcionales y bioquímicas de las células originales (PBL). Este modelo se ha utilizado 

anteriormente para el estudio de múltiples inmunodeficiencias como la deficiencia de CD3γ 

(Rodríguez-Gallego et al., 1996), deficiencia de MHC de clase II (Alvárez-Zapata et al., 

1997), deficiencia de CD95 (Bröker et al., 1997), síndrome de Wiskott-Aldrich (Gallego et 

al., 1997), la ataxia telangiectasia (Rivero et al., 2000) o la inmunodeficiencia combinada 

severa asociada al cromosoma X (Stephan et al., 1996). En todos estos casos se han realizado 

estudios de los eventos inmediatos, tempranos y tardíos que se producen tras la activación del 

linfocito T (fosforilación de proteínas, movilización de calcio intracelular, síntesis de 

citocinas, inducción de marcadores de activación, proliferación celular, actividad citotóxica, 

etc.), y se ha visto que en general estos procesos eran similares en las células transformadas y 
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en las células no transformadas. Además del estudio de los procesos que intervienen en la 

activación del linfocito T, las líneas HVS se han utilizado para el estudio de apoptosis en 

linfocitos T (Kraft et al. 1998), observándose que la muerte por apoptosis vía CD95L es 

similar en las líneas transformadas con HVS y en las líneas parentales. Estos datos previos, 

nos permiten concluir que, las características funcionales observadas en las distintas líneas 

CVID son válidas y que debemos buscar una explicación a las discrepancias observadas entre 

nuestro modelo y los datos en PBL. 

 

Por último, es importante mencionar que las líneas HVS tienden a la oligoclonalidad 

(Fickenscher y cols 1994), de modo que los estudios hechos con tipo de células han de tener 

en cuenta la edad de la línea, y en consecuencia el mayor o menor repertorio Vβ en ella 

representado.  

 

 

3. ¿Ventaja selectiva de las subpoblación CD4? 
 

 Hasta la fecha la mayoría de los experimentos diseñados para el estudio funcional de 

los linfocitos T se han realizado directamente en linfocitos T aislados de sangre periférica o en 

líneas PHA, con la consiguiente limitación de la muestra. El hecho de haber generado por 

primera vez líneas estables de linfocitos T de enfermos con CVID nos ha permitido 

desarrollar, sin ninguna limitación de muestra, experimentos para el estudio de la función de 

estas células, a nivel de los procesos que llevan a la activación temprana de los linfocitos T 

(inducción de proteínas de activación o inducción de citocinas), necesarios para una correcta 

cooperación con los linfocitos B. Nuestros datos y los datos fenotípicos, funcionales y 

bioquímicos previos descritos en células y líneas de pacientes con CVID, nos dan la 

oportunidad de especular sobre posibles defectos congénitos o intrínsecos en las 

subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ de estos enfermos. 

 

Un primer e inesperado hallazgo fue la elevada proporción de líneas de células T 

CD4+ de pacientes CVID transformadas obtenidas, en comparación con los controles o con 

otras inmunodeficiencias congénitas con defectos de producción de inmunoglobulinas (AT, 

XLA, Tabla). 
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Como ya se ha dicho, no se conoce el receptor que utiliza el virus para infectar los 

linfocitos T, aunque debe ser exclusivo de estas células, ya que son las únicas que transforma 

este virus. También se desconoce el proceso por el cual el Herpesvirus saimiri induce la 

transformación de los linfocitos T. El hecho que, por primera vez, se hayan generado líneas 

celulares estables de linfocitos T de enfermos con CVID transformadas con Herpesvirus 

saimiri nos permite concluir que los posibles defectos congénitos o intrínsecos aún no 

establecidos como causantes de la enfermedad no son imprescindibles para la transformación 

de estas células por el virus. 

 

El mecanismo para la transformación de los linajes de células T CD4+ vs. CD8+ T 

permanece desconocido [40]. Puesto que HVS requiere un complejo TCR/CD3 funcional y 

explota la interacción autocrina CD2/CD58, nuestros resultados sugieren que una significativa 

proporción de pacientes CVID tienen una alteración intrínseca en la señalización (o estado de 

activación)que afecta a la eficiencia de transformación, en uno de los dos linajes. Defectos de 

señalización tempranos (cualitativos) han sido descritos previamente en células T de pacientes 

con CVID por otros autores [19-22]. 

 

Alternativamente, nuestros resultados pueden ser explicados por diferencias CVID-

específicas en la distribución de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y/o CD8+, algunos de 

los cuales pueden ser mas susceptibles a la transformación inducida por HVS. Tales 

diferencias (cuantitativas) también han sido descritas previamente por otros autores [14,15, 

17, 25]. 

 

La baja eficiencia de transformación del HVS (estimada en 0.5-1 en 105 células [40]) 

puede cuestionar cuan representativas son nuestras líneas de células T de las subpoblaciones 

de linfocitos T primarios. Esta duda también surge para los linfocitos B de pacientes CVID 

transformados con el virus de Epstein-Barr (EBV), aunque la eficiencia de transformación del 

EBV es significativamente mayor (cerca de 1 in 102 [43]). En cualquier caso, tales líneas de 

células B CVID, preservan muchos características fenotípicas y funcionales de los linfocitos 

B frescos, sugiriendo la existencia de defectos intrínsecos y/o congénitos específicos de 

células B (8) en algunos pacientes CVID. Por lo tanto, la baja eficiencia de transformación del 

HVS no debería ser un obstáculo si los defectos específicos de la célula T son congénitos (10) 

o intrínsecos (13-26). Esto ha sido demostrado previamente en varias inmunodeficiencias 

congénitas, cuyas células HVS transformadas preservan las características de los linfocitos T 
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primarios (33-38). Colectivamente, nuestros datos negativos apoyan la idea de que la mayoría 

de linfocitos T de CVID no tienen defectos congénitos o intrínsecos en la funciones 

exploradas y por lo tanto, estos casos de CVID no se explicarían por una inmunodeficiencias 

específica de células T. En cualquier caso, una significativa fracción de los individuos 

estudiados mostraron defectos funcionales que parecen intrínsecos a pesar de la baja 

eficiencia de transformación. 

 

Por lo tanto, es una característica específica de CVID que revela una ventaja de las 

células CD4+ (o una desventaja de las células CD8+) tras la exposición a HVS. 

 

4 Un subgrupo de pacientes presentan defectos de inducción en CD154 
 

En general, el análisis funcional de las líneas puras de linfocitos T transformadas de 

pacientes con CVID para la generación de moléculas de superficie relevantes (CD154) o 

solubles (IL-2, TNF-α, IFN-γ) para la cooperación con las células B, no mostraron diferencias 

estadísticamente significativas cuando se compararon con los controles. 

 

En cualquier caso, al ser la CVID una enfermedad tan heterogénea [2] puede incluir 

varios síndromes con una etiopatogenia diferente, como se ha descrito previamente [5-8, 12, 

16-25]. Con un acercamiento similar, hemos identificado una subpoblación significativa de 

pacientes CVID (cerca del 50% y denominados B de bajos respondedores en la inducción de 

CD154 tras estímulo con anti-CD3) con una selectiva e intrínseca incapacidad por parte de las 

células T de generar tanto señales de cooperación de superficie (CD154, Fig. 1) y solubles 

(IL-2, Fig. 9), que pueden ser relevantes para la función de linfocitos B. 

 

El defecto era selectivo porque no afectaba a otras moléculas de superficie analizadas 

(CD69, Fig. 7) o moléculas solubles (TNF-α, IFN-γ, Figs. 12 y 13) en las células CD4+ 

transformadas, y tampoco lo hacía a las mismas moléculas analizadas (CD154, IL-2) en las 

líneas CD8+ de los mismos pacientes (Figs. 5 y 15). Además, el defecto era intrínseco porque 

se encontró repetidamente en cultivos de larga duración de células puras transformadas, que 

pueden ser ahora utilizadas para una posterior caracterización de los defectos primarios en las 

líneas específicas, como por ejemplo, las células CD4+ del paciente número 1. 
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 Algunos estudios previos han descrito una baja inducción de CD154 en PBL 

estimuladas de un significativo grupo de pacientes CVID [18], mientras otros han descrito 

defectos en la producción de IL-2 [41]. Ahora nosotros mostramos que realmente ambos 

defectos pueden estar intrínsicamente asociados en una amplia fracción de pacientes CVID (B 

en Fig. 5). Cuando se estimularon con anti-CD3, el subgrupo de pacientes reciproco CVID 

(por ejemplo A en la Fig. 15) producen significativamente elevadas cantidades de IFN-γ. 

Otros autores han descrito elevada síntesis de IFN-γ por células T primarias CVID [42]. 

 

 Por lo tanto, es posible que una anormalidad intrínseca en algunos pacientes CVID 

(subgrupo B) impidan una correcta cooperación con las células B, mientras que otros 

pacientes CVID (subgrupo A) tal cooperación esté disponible, pero en la dirección incorrecta 

(por ejemplo, Th1), desviando el sistema lejos de un perfil de secreción de citocinas Th2 

necesario para la producción de anticuerpos. 

 

 Pueden existir un variable número de defectos subyacentes que sean los responsables 

de una incorrecta expresión de CD154. El defecto de inducción de esta molécula puede ser 

resultado de una incorrecta transcripción del gen o debido a inestabilidad del mensajero, que 

dependiendo de la extensión del defecto primario, puede afectar la expresión de una o mas 

citocinas u otras moléculas de activación. La hipótesis de variables defectos en las células T 

está apoyado por los descubrimientos de que los linfocitos activados de la mayoría de 

pacientes CVID evaluados tienen deprimida la producción de una o mas citocinas 

características de células T. Una mayor evidencia viene aportada por la disminuida 

producción de IL2 correlaciona significativamente con la expresión de CD154, que  todos los 

pacientes con múltiples deficiencias de citocinas exhiben disminuida expresión de CD154 

también, La asociación de IL-2 y CD154 expresión del gen sugiere que estos dos genes 

pueden compartir factores reguladores de la transcripción que pueden ser disfuncionales en un 

subgrupo de pacientes, predominantemente en la subpoblación CD4+
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5 No existen defectos intrínsecos en las células HVS CD8+ 

 

En contraste con algunos trabajos anteriores que describían defectos funcionales en 

células CD8+ de pacientes CVID [20, 25, 26, 42], nuestros datos descartan un defecto 

intrínseco en el linaje CD8+ para la generación de factores de cooperación con las células B 

tanto de membrana (CD154, CD69) como solubles (IL-2, TNF-α, IFN-γ) (Figs. 5-7 y 17-19 

4). En cualquier caso, no podemos excluir defectos secundarios o cuantitativos en células T 

primarias, como se explica más arriba. 

 

Se requieren estudios posteriores para explorar los mecanismos implicados en la 

disfunciones intrínsecas descritas aquí, y su relevancia para la función de células B de 

pacientes CVID. 
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 Conclusiones 
 

 

 1. El Herpesvirus saimiri es capaz de transformar linfocitos T CD4+ y 

CD8+ de enfermos con inmunodeficiencia común variable (CVID). 

 

 2. Las células de los enfermos CVID generan significativamente más 

líneas T CD4+ transformadas que las células de donantes sanos o de otras 

inmunodeficiencias primarias como la agammaglobulinemia ligada al X o la 

ataxia telangiectasia. 

 

 3. Analizados como grupo, no existen diferencias significativas en la 

inducción de moléculas de activación (CD154, CD69) ni en la inducción de 

citocinas (IL-2 TNF-α, IFN-γ) entre los pacientes y los controles, con ninguno 

de los estímulos utilizados. 

 

 4. Si bien como grupo no existen diferencias significativas entre las dos 

poblaciones, con ninguno de los estímulos utilizados, existe un subgrupo de 

pacientes CD4 positivos con un defecto intrínseco en la inducción de CD154 y 

de IL-2 tras estimulación con anti-CD3.  

 

 5. Destaca la variabilidad de expresión existente en los pacientes y la 

aparición de defectos individuales. 

 

 6. Las líneas transformadas pueden ayudar a caracterizar el defecto 

intrínseco descrito. 
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 Perspectivas 
 

Análisis funcionales 
 
 Recientemente se han publicado varios trabajos relacionados con la interacción T-B 

que profundizan en la cooperación molecular entre estas dos células.  

 

 Morimoto, S et al (J. Immunol. 2000. 164: 4097-4104) proponen un modelo en el que 

las interacciones de CD154/CD40, CD70/CD27, y CD134/CD134L regulan coordinadamente 

las respuestas B- T dependientes. CD134 es un miembro de la familia de TNFR que se 

expresa en células T activadas, y su ligando CD134L se encuentra principalmente en células 

B activadas. Cuando se bloquea con anti-CD134 PBMC estimuladas con PWM se inhibe la 

producción de IgG. Células CD134-transfectadas + PBMC estimuladas con PWM, produce 

un aumento de la producción de IgG de una manera dosis dependiente. Células CD134-

transfectadas + células B estimuladas con SAC/IL2 no produce ni IgG ni proliferación. 

CD134-transfectadas + células B estimuladas con SAC/IL2 + anti CD40 o IL4 o IL10 

aumenta producción de IgG pero no de la proliferación. Solo aparece un pequeño aumento de 

células plasmáticas, lo que significa que el aumento de producción de inmunoglobulinas es 

debido al aumento de la tasa de síntesis individual. Ellos proponen un modelo de la 

interacción T-B que sería el siguiente: 

 
CD40/CD154 (Temprana). Estimula la expansión clonal de células B antígeno específicas y e 
induce el cambio de isotipo 
 
CD27/CD70 (Intermedia) continúa la proliferación y puede ser importante en la inducción de 
la diferenciación a células plasmáticas después de la expansión clonal inducida por 
CD154/CD40. 
 
CD134L/CD134 (Tardía) Aumenta la producción de células plasmáticas en la presencia de 
IL-4 o IL-10. 
 
Brouet, J. C et al (Eur. J. Immunol. 2000. 30: 2516-2520) miran la expresión de CD70 

(ligando de CD27), miembro de la familia de TNFR, en células T activadas de 14 pacientes 

CVID en que la expresión de CD27+ en células B era baja y en 4 de ellos era baja (10-30%) y 

en 5 muy baja (<10%), pero no hay correlación con la población B de memoria. 

 

 Estamos en disposición de analizar la expresión e inducción de estas moléculas en las 

líneas HVS generadas  
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Análisis bioquímicos 
 

 

 Boncristiano, M. (Eur. J. Immunol. 2000. 30: 2632-2638) describen un defecto en el 

reclutamiento de ZAP-70 en pacientes CVID que previamente habían descrito con defectos en 

la fosforilación total de  células T. Sin embargo, no detectan mutaciones en ZAP-70 y no 

puede mirar ζ porque no tienen células. Lck parece la primera candidata pero no existen 

defectos. Otros factores como su asociación a CD4 o su localización en balsas lipídicas (rafts) 

no esta afectada. Otro candidato es CD45, tirosín fosfatasa que regula Lck. La expresión es 

normal en estos pacientes pero no descartan un defecto en la actividad reguladora. Puede que 

la regulación de Lck sea correcta pero la generación de p23ζ en células normales T requiere la 

acción combinada de Lck y otra PTK como Fyn. Como la generación de p21ζ, precursor de 

p23ζ, es funcional, esto sugiere que la regulación de la cascada de fosforilación en el ITAM 

de la cadena ζ debe conseguirse por el reclutamiento secuencial de otras PTK. 

 

 Estamos en disposición de seguir avanzando por esta línea (fosforilación total y 

específica de distintas proteínas implicadas en la activación de la célula T), puesto que no 

tenemos problemas de células. 
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