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La Inmunodeficiencia Comun Variable (CVID) es un sindrome muy heterogéneo caracterizado por una
hipogammaglobulinemia de etiologia desconocida. Aunque el defecto primario permanece desconocido, varios
trabajos previos describen disfunciones en los linfocitos T de sangre periférica en una importante proporcion de
pacientes con CVID, que pueden afectar a la colaboracion entre células T y B. Con la intencion de investigar si
tales defectos putativos son intrinsecos a las células T o por el contrario, secundarios a diferencias cuantitativas
en la distribucion de subpoblaciones T o a otros desordenes descritos, hemos utilizado el Herpesvirus saimiri
(HVS) para la transformacion de linfocitos T CVID CD4" y CD8" T y para la posterior evaluacion funcional,
mediante citometria de flujo, de su capacidad para inducir moléculas de superficie (CD154, CD69) o factores
solubles (IL-2, TNF-a, IFN-y) implicados en la colaboracién con las células B. Inesperadamente, los resultados
mostraron que la exposicién de 40 diferentes muestras de sangre de pacientes con CVID al HVS dio lugar a la
obtencion de lineas transformadas de linfocitos T CD4" con una frecuencia significativamente mayor que la
obtenida con la exposicién 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 sefial especifica en los CVID que afecta a la eficacia de
transformacion de la subpoblacion CD4*. El analisis funcional de 10 lineas CD4" y 15 lineas CD8"
transformadas puras de linfocitos T de pacientes CVID no reveld ninguna diferencia estadisticamente
significativa comparado con sus controles. Sin embargo, la mitad de las lineas de células CD4" transformadas
mostré una induccidn de la molécula de superficie CD154 (pero no de CD69) (valor medio de 46.8%) por debajo
de la induccién mas baja conseguida en los controles tras estimulacion con anti-CD3 (valor medio de 73.6%, p =
0.004). Exactamente las mismas 5 lineas mostraron, ademas, una significativa reduccion en la induccién del
factor soluble IL-2 (p = 0.008), pero no de otras citocinas como TNF-a. 0 IFN-y. Ninguna de estas diferencias
fue observada en el resto de lineas CD4" ni en ninguna de las lineas CD8" transformadas analizadas.

Por lo tanto, un subgrupo de pacientes CVID muestras una incapacidad selectiva e intrinseca de las
células T CD4 * para la induccién tanto de moléculas de superficie (CD154) como factores solubles (IL-2)
directamente implicados en la cooperacion con los linfocitos B, lo que puede estar directamente afectando a la
capacidad de produccion de inmunoglobulinas por parte de estas UGltimas. Los linfocitos T transformados pueden
ayudar para establecer los mecanismos bioquimicos responsables de los defectos descritos.

Este trabajo ha sido realizado con financiacion del Fondo de Investigacion Sanitaria (FIS 96/0860),
utilizando instalaciones del Centro de Técnicas Inmunolégicas y del Departamento de Inmunologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid.
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Introduccion

La sintesis de

iInmunoglobulinas

1.1 Fisiologia

1.1.1 Activacion del linfocito B

La respuesta inmune humoral, mediada por celulas B y sus productos (los
anticuerpos), tiene como principales misiones la eliminacién de paréasitos extracelulares y la
prevencion de la expansion sistémica de las infecciones intracelulares. Estos trabajos son
llevados a cabo de varias maneras diferentes (Figura. 1). Una de ellas implica la
neutralizacion del patégeno —inhibicion de sus efectos toxicos o capacidad infectiva— por
unién 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 patdgenos
extracelulares, o los intracelulares que no se ocultan bien, son combatidos por las moléculas
de anticuerpo favoreciendo su deteccion por células especializadas en su destruccion
(fagocitos, células citoliticas). Estas células emplean bien los receptores para la porcién Fc de
las inmunoglobulinas, o bien los receptores para las proteinas del complemento que las Igs
activan por la via clasica. El proceso de «preparacion para la fagocitosis» se conoce como
opsonizacion. Pero para poder desarrollar estas funciones es necesario que los linfocitos B
virgenes o de memoria que se encuentran en reposo sean activados por el antigeno. A estos
linfocitos B recientemente activados se les denomina linfocitos B efectores, y son los
responsables directos de la inmunidad humoral.

La produccidon de anticuerpos frente a un antigeno requiere

la cooperacion de linfocitos Th2 especificos del mismo antigeno

Los linfocitos T cooperadores (CD4 positivos) estan especializados en la activacion de
otros tipos celulares, y entre ellos pueden distinguirse los linfocitos Thl (inflamatorios),
implicados en la activacién de macréfagos, y los linfocitos Th2, que son los responsables de
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la activacion de las células B. Las respuestas mediadas por anticuerpos frente a antigenos
de tipo protéico requieren la cooperacion de células Th2. Los linfocitos T y B implicados
en este tipo de respuestas han de ser especificos para el mismo antigeno (aunque no reconocen
necesariamente los mismos epitopos).

Tras la interaccion del linfocito B con el antigeno para el que es especifico éste se
activa parcialmente y expresa, por ejemplo, receptores para citocinas. Ademas, el complejo
inmunoglobulina/antigeno es internalizado, el antigeno 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 envian sefiales —via contacto directo (CD40L, ahora CD154), via
factores solubles (IL-4, IL-10, IL-13) —que activan y expanden el clon de linfocitos B. Estas
células Th2 efectoras podran haber sido previamente activadas por otros linfocitos B 0, més a
menudo, por macrofagos o células dendriticas. Si esta interaccién T/B antigeno-especifica
no se produce, el linfocito B no logra diferenciarse a célula plasmatica para producir
anticuerpos. La célula B que no reciba las sefiales accesorias, ademas, queda incapacitada

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

El cambio de isotipo por los linfocitos B requiere la cooperacion de los linfocitos Thl o Th2

La porcion variable de la estructura de las moléculas de anticuerpo es la responsable de la
interaccion con el antigeno, mientras que la region constante (isotipo) controla su funcién
efectora concreta. Anticuerpos con la misma especificidad por antigeno pero de distinto
isotipo pueden mediar respuestas diferentes (lisis, fagocitosis, inflamacién) y es posible que,
con objeto de generar una respuesta inmune mas eficaz, cierta region variable se combine con
una concreta region 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 p y por tanto anticuerpos del tipo IgM. Sin embargo, tras la estimulacion por
antigeno los linfocitos B proliferan y se diferencian, pudiendo producir anticuerpos de
otros isotipos —aunque no de otra especificidad (salvo mediante hipermutacion somaética), ya
que los genes que codifican las regiones variables han sufrido una recombinacién somatica
irreversible previa a la sintesis de inmunoglobulinas—. De este modo una determinada regién
variable reordenada puede ser utilizada en anticuerpos de diferente isotipo en el transcurso de
una respuesta inmune, cambidndose su funcién efectora. Este cambio de isotipo sdlo ocurre
en el caso de las cadenas pesadas e implica la existencia de sitios especificos de

recombinacion en los genes constantes. Durante el cambio de isotipo se produce la
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recombinacion entre dos de estos sitios, con la consiguiente pérdida del DNA contenido entre
ellos, y la transcripcion puede tener lugar ahora desde la region Vy hasta la nueva region
constante. Estos sitios de recombinacion se denominan de switch (S) y se localizan en
posicion 5 de todos los genes C excepto del 8, que siempre es coexpresado con p por
transcripcion diferencial y posterior escision intrénica o ayuste (Figura 3).

El cambio de isotipo tiene lugar en células B activadas por antigeno y esta regulado
por células T cooperadoras (Thl 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 traves, nuevamente, de
CD40/CD40L vy otro controlado por factores solubles (citocinas). Algunas de estas citocinas
son las mismas que se encontraban implicadas en la induccion de proliferacion 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 actian 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 produccion de anticuerpos por las células B (Th2) como su
isotipo (Thl y Th2), que determina, en dltima instancia, la funcion efectora de dicho
anticuerpo.

La via de activacion por contacto mas 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 s6lo
sintetizan IgM.

Las celulas T también reciben sefiales de las B para el cambio de isotipo (Figura 4).
La interaccion CD28/CD80, por ejemplo, esta implicada en la intensificacion de la sintesis de

citocinas por los linfocitos.

Los linfocitos B efectores sufren mutaciones somaticas y son seleccionados positivamente

por el antigeno en los centros germinales de los tejidos linfoides

Las respuestas del organismo mediadas por anticuerpos mejoran con el tiempo,
respecto al primer contacto con antigeno. Este perfeccionamiento de la respuesta inmune
humoral se conoce como maduracion de la afinidad, y es la consecuencia de los procesos de
hipermutacién somatica en los genes de las inmunoglobulinas y posterior seleccion 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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organos linfoides secundarios se diferencian a células plasmaticas productoras de anticuerpos
y emigran a la médula 6sea. Otras migran hacia los foliculos primarios del 6rgano linfoide
correspondiente 'y comienzan a proliferar muy rapidamente, Ilamandose entonces
centroblastos. De este modo se produce en muy poco tiempo un gran aumento en el nimero
de células B especificas para el antigeno que habia iniciado la respuesta. Finalmente estas
células maduran y dejan de dividirse, llamandose 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 coloniz6 el foliculo. Es fundamental en su formacién la participacion de las
Ilamadas células dendriticas foliculares —de origen incierto—, que actian como eficaces
presentadoras de antigeno nativo e inducen proliferacidn/seleccion de las células B ya
activadas: el resultado final es la maduracién de la afinidad de la respuesta humoral.

Los procesos de hipermutacién somatica y posterior seleccion por antigeno que
subyacen a la maduracion de la afinidad de la respuesta inmune humoral tienen lugar durante
el contacto con la celula dendritica folicular. La hipermutacion somatica afecta a los genes
variables de las inmunoglobulinas ya reordenados y también al DNA proximo —la mayoria 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 plasmaticas. En cualquier caso, lo mas frecuente es que mueran —por apoptosis—, a no
ser que sean rescatadas de este fin por contacto directo con antigeno, que es presentado por las
células dendriticas foliculares (seleccion positiva por antigeno). 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 seleccion positiva de los linfocitos B a nivel de los centros
germinales es analogo a la seleccion 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 plasmaticas o a células de memoria

Los linfocitos B seleccionados positivamente en el centro germinal pueden
diferenciarse bien a células plasmaticas productoras de anticuerpos, bien a celulas B de
memoria. El que se conviertan en uno u otro tipo celular depende probablemente de las

sefiales recibidas en el momento de abandonar el centro germinal. Se cree que la
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diferenciacion hacia célula plasmatica es debida a las sefiales recibidas por el linfocito B a
través del correceptor CD19/CD21/CD81 desde la molécula CD23 expresada en la membrana
de las células dendriticas foliculares o liberada de forma soluble al medio por estas mismas
células. Va acompafiada de importantes cambios en la morfologia, fenotipo y funcién de la
célula que se diferencia. Las células plasmaticas no se dividen, no cambian de isotipo y no
sufren mutacién somatica. Ademas, no expresan en su membrana ni inmunoglobulinas ni
MHC de clase Il, y no pueden, por tanto, interaccionar ni con antigenos ni con linfocitos Th,
de modo que la produccion de anticuerpos por dichas células es independiente de ambos.

La diferenciacion hacia células de memoria dependeria de las sefiales 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 1gs) son las células efectoras de la
respuesta inmune humoral, y tienen como principales tareas la eliminacion de patégenos
extracelulares y el control de la posible extension de infecciones intracelulares. Para que los
linfocitos B, puedan poner en marcha estas funciones y diferenciarse hacia linfocitos B
efectores y finalmente a células plasmaticas, es necesaria su activacion por antigeno.La
produccion de anticuerpos (IgM) frente a un antigeno requiere la cooperacion de llinfocitos
Th2 especificos del mismo antigeno, que emiten sefiales accesorias en forma de contactos y
citocinas. Ademas, y con objeto de generar una respuesta inmune mas eficaz en sucesivos
contactos con un mismo antigeno (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 estd controlado también por células T
cooperadoras (Thl 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
antigeno. Esta maduracion de afinidad de la respuesta humoral es la consecuencia directa de
los procesos de hipermutacion somaética —que afecta a los segmentos V de los genes de las
inmunoglobulinas pero no a los C-y posterior seleccion de los clones B de mayor afinidad.
Tiene lugar en los centros germinales del bazo y ganglios y es fundamental para su
consecucion la participacion de las denominadas celulas dendriticas foliculares. So6lo los
linfocitos B cuyos nuevos receptores poseen una mayor afinidad que los de las células de las
que procedian abandonan el centro germinal y pueden dar lugar a células plasmaticas o a

células de memoria. El resto muere por apoptosis. La diferenciacion a célula plasmatica
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requiere contactos de las células dendriticas foliculares, mientras que la diferenciacion hacia

células de memoria implica contactos de los linfocitos Th.

1.1.2 Activacion del linfocito T

Las células T, producidas en el timo, son, quiza, las células mas importantes de la
respuesta inmune adaptativa. La mayoria de ellos (linfocitos Ta, ver un poco més adelante)
comparten una curiosa manera de reconocer antigeno -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 Taf (mayoritaria en

humanos, Brenner y cols 1986) y la Tyd (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, citotoxicas). Los linfocitos Th actuan
como coordinadores de la respuesta inmune -controlan la accién de otros linfocitos y de

macrdfagos- y los Tc son responsables de la destruccion de células infectadas.

Los linfocitos Th reconocen, ademas, el antigeno cuando éste les es presentado por
moléculas MHC de clase II, y los linfocitos Tc ven antigeno en el contexto de las moléculas
MHC de clase | (von Boehmer y cols 1989).

Por otra parte, las células T de un individuo -repertorio Gtil- no son mas que el
resultado de un proceso indiscriminado de generacion -repertorio posible- seguido de un
posterior proceso de seleccion en el que se eliminan la mayoria de las células producidas. Este
mecanismo global de seleccion (suma de los procesos de seleccion positiva y negativa)
garantiza la eficacia (afinidad /especificidad adecuadas) de los linfocitos que finalmente
constituiran nuestra principal barrera de células de defensa adaptativa (Moller 1993, Nossal y
cols 1994). Este proceso de seleccion no es mas que una comprobacién de como es y como
funciona el receptor para antigeno (complejo TCR/CD3) expuesto en la membrana de las
células que pretenden convertirse en linfocitos T. Por ello el conocimiento de la composicion
y organizacion de esta macroestructura es determinante para el buen entendimiento de la

fisiologia de la respuesta inmune adaptativa.
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El receptor para antigeno del linfocito T: Complejo TCR/CD3: Generalidades

A diferencia de los linfocitos B, que prefieren reconocer antigenos libres, los linfocitos
T of3 se han especializado en el reconocimiento de fragmentos de antigenos presentados por
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad, sobre la superficie de las células
presentadoras de antigeno (APC) o de las células diana (Fremont y cols 1996). Para este fin,
los linfocitos T disponen de un conjunto de proteinas de membrana denominado receptor para
antigeno de la célula T o complejo TCR/CD3 (T-cell receptor). Este complejo esta compuesto
por dos cadenas variables, glicosiladas, que forman un heterodimero estabilizado por puentes
disulfuro, TCR, y un conjunto de proteinas 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 heterodimero 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 TCRa y TCRp. Una pequefia subpoblacion (5-10%) de linfocitos T
utiliza, sin embargo, otras cadenas variables diferentes denominadas TCRy y TCR&. Aunque
la secuencia de las cadenas variables es completamente distinta entre los TCRaf y v3, su
organizacién 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 union

(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 antigeno presentado por la molécula de histocompatibilidad.
Pero en este reconocimiento no hay division de funciones: ambas cadenas ay B (;0 v Y 6?)
participan simultdneamente en los contactos con el antigeno 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 antigenos es debida a los
reordenamientos clonales que sufren los genes V, D y J durante la ontogenia (Davis, 1990),
que permite la generacién de 10%7-10% tipos de receptores distintos en un individuo concreto
(Weiss, 1990). La region C contiene los dominios de anclaje a la membrana (ricos en residuos
hidrofébicos) y los dominios intracelulares (compuestos por tan solo 5 a 12 aminoacidos) e
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incapaces, por si mismos, de acoplar la sefial generada por la union del antigeno con la

maquinaria intracelular encargada de la transduccién de sefiales.

Las cadenas del TCR se encuentran asociadas de forma no covalente a un conjunto de
proteinas invariables llamadas CD3y, CD38, CD3e y ¢ (Clevers y cols 1988) que cumplen dos
funciones fundamentales. Por un lado son necesarias para el ensamblaje y expresion en
membrana del receptor de la célula T, y por otro son las encargadas de transmitir las sefiales
de reconocimiento del antigeno al interior celular (Ashwell y Klausner, 1990). Las cadenas
CD3y, CD35 (ambas glicosiladas y de gran similitud, Krissansen y cols 1986) y CD3¢ (no
glicosilada) pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas y se encuentran codificadas
por genes proximos entre si y localizados en el cromosoma 11 (Tunnacliffe y cols 1987). La
cuarta cadena CD3 es CD3(, y se asocia al complejo TCR, bien en forma de homodimeros ¢
(en el 90% de los complejos TCR/CD3), o bien formando heterodimeros con otras cadenas de
su misma familia [cadena n -derivada de un procesamiento alternativo en el ARNm de la
cadena ¢, Clayton y cols 1991- o la cadena y del receptor para Fce, Baniyash y cols 1988;
Orloff y cols 1990]. La cadena ¢, 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 (FceRlI) y que transmite
sefiales para él. Otra diferencia entre las cadenas tipo £ y las de la familia CD3 es que
aquellas, pero no estas ultimas, se asocian a otras proteinas ademas de al TCR, y forman
parte, por ejemplo, del receptor para el fragmento Fc de la IgG en células NK (FcyRIII), para

el que también transmiten sefiales.

Activacion fisiolégica de lacélula T

Como se acaba de exponer el receptor para antigeno de la célula T es un gran
complejo multiproteico, construido mediante la asociacion de dos cadenas variables -TCRa y
B o TCRy y &, responsables del reconocimiento antigénico- con varias cadenas accesorias
invariantes -cadenas CD3-. Estas Ultimas son fundamentales para anclar el receptor a la
membrana (también para su transporte) y determinantes para la puesta en marcha de los
mecanismos de sefializacion celular. La interaccion con antigeno supone, en ultima instancia,
la activacion del linfocito T e implica la transcripcion de determinados genes y el bloqueo de
otros, tipicos de células en reposo. Como se llega del receptor al nucleo 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 proteinas transmembrana y poseen, ademas de la I6gica region
transmembranal, un dominio extracelular (tipo inmunoglobulina) y una larga cola
citoplasmatica 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 sefializacion. Las secuencias ITAM son esencialmente dos
residuos de tirosina (), separados entre si por aproximadamente 13 aminoacidos, blanco de
fosforilaciones mediadas por las quinasas asociadas al receptor (Klausner y cols 1991). La
secuencia candnica de los ITAM viene a ser la siguiente:...YXXX[L/V]X7.11 YXX[L/V]... (Weiss
y Littman 1994). Todas las cadenas CD3 contienen un motivo ITAM, excepto CD3( que
contiene tres, de modo que en un complejo TCR/CD3 completo (TCRapCD3edey(,) 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 interaccion 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 situacion puede tener
ahora lugar la inspeccion 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 si se produce reconocimiento especifico, entonces la adhesion inicial se
intensifica, se produce una agregacion local de proteinas accesorias en la zona de
reconocimiento y el complejo TCR/CD3 comienza a distribuir sefiales de activacion (o

inhibicidn) al interior celular.

Entre las moléculas mas importantes para la activacion de la célula T se encuentran las
proteinas 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 proteinas con actividad tirosina quinasa o fosfatasa y, aunque no se

conozcan con precision todas las sefiales de activacion/inhibicion 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

sera su respuesta.

En cualquier caso, la sefial de activacion de la célula T pasa por el "uso" de las
mencionadas secuencias ITAM del complejo CD3. El comienzo del proceso sefializador
supone el concurso de dos proteinas con actividad Tyr-quinasa de la familia src, denominadas
p56'° (Ick, asociada de forma constitutiva a los correceptores CD4 y CD8, Shaw y cols 1990,
Turner y cols 1990, Chow y cols 1995) y p59™" (fyn, que interacciona con las colas
citosolicas de las cadenas CD3( y CD3g, Samelson y cols 1990, Sarosi y cols 1992). Ambas
quinasas estan implicadas en la fosforilacion de las secuencias ITAM de las cadenas CD3
(lwashima y cols 1994, van Oers y cols 1996). Estas proteinas Ick y fyn se encuentran
normalmente inactivas, y su activacion supone la eliminacion de un grupo fosfato de un resto
de Tyr de su dominio catalitico. Este proceso estd mediado por la fosfatasa CD45
(Trowbridge y cols 1994).

Las quinasas asociadas al correceptor son cruciales en la activacion de la célula T, y
por ello la sefializacion Optima a través del TCR/CD3 implica la asociacion de ambos
elementos, receptor y correceptor. De esta manera se consigue aproximar fisicamente la
quinasa Ick (en estas etapas mas importante que fyn) a sus dianas de fosforilacion (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 ¢, y que fosforila a su vez a otras proteinas, adaptadores, permitiendo que pueda

continuar la cascada de activacioén del linfocito T.

La propagacion de la sefial de activacion supone la participacion de otras muchas
proteinas, entre las que destaca por su importancia la fosfolipasa C (PLC) (June y cols 1990).
Esta proteina escinde, por una parte, las moléculas de fosfatidilinositolbisfosfato (PIP,) de la
membrana plasmatica liberando moléculas de diacilglicerol (DAG) e inositoltrisfosfato (IPs3),
gue se convierten en fundamentales segundos mensajeros en el proceso de activacion (Noh 'y
cols 1995). El IP; actta sobre los canales celulares de Ca?*, contribuyendo al aumento de la
concentracion intracelular del ion (Putney 1990, Berridge y cols 1993), y el DAG activa -en
accién conjunta con el Ca®* recién liberado- a otra proteina, con actividad Ser/Thr-quinasa,

esencial en el proceso de sefializacion celular, denominada proteinquinasa C (PKC) (Szamel y
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cols 1995). El Ca*" activa, ademas, a otras muchas enzimas Ca’‘-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 proteinas dependientes de GTP (ej. Ras) que inician
a su vez la cascada de activacion mediada por las denominadas MAP quinasas (Jacinto y cols
1998).

La accién conjunta de todos estos elementos sefializadores -enzimas activados via
PKC, proteinas Ca**-dependientes y la ruta de las MAP quinasas- induce la activacién de
factores de transcripcion responsables de la lectura de genes implicados en proliferacion y
diferenciacién (Jacinto y cols 1998). La PKC activa el factor NFkB (Loh y cols 1996); el ion
Ca®* activa a la calcineurina, que induce a su vez otro factor de transcripcién, NFAT, y a
través de la ruta de las MAP quinasas se activa el factor AP1 (necesario para la accion del
NFAT) (Northrop y cols 1994, Rao 1994, Baier-Bitterlich y cols 1996). Finalmente se
transcriben distintos genes implicados en el proceso global de activacion celular. Quiza uno
de los mas importantes, y muy relevante a nuestro trabajo, sea el gen de la IL2 (Pacheco-
Castro y cols 1998). ;Qué papel desempefia la cadena CD3y, un elemento sefializador tan
temprano, en la apertura del gen de esta citoquina?. Otros genes importantes inducidos mas o
menos tardiamente tras la activacién del linfocito T incluyen marcadores de activacion, como
CD69 y CD154 expresados a las 2-6 h del reconocimiento antigénico y cruciales para la
sefializacion del estado funcional en que se encuentra la célula (CD69) (Sanchez-Mateos y
cols 1991) o bien para transmitir la sefial de activacion a otras células (CD154) (Yang y
Wilson, 1996); otras citoquinas (distintas a la 1L2) o genes mas tardios implicados en los
procesos de proliferacion celular y por tanto responsables de la expansion del clon(es)
especifico(s) del antigeno que desencadena la respuesta o la produccion de moléculas de

"ataque” (perforinas) implicadas en la eliminacidn de patdgenos intracelulares (Figura 4).

12



Introduccion

1.2 Patologia

1.2.1 Inmunodeficiencias primarias conocidas y desconocidas

Las inmunodeficiencias humanas son una categoria heterogénea de enfermedades, que
engloba los defectos del sistema inmunitario. Las inmunodeficiencias se clasifican en
primarias o congeénitas (ID) cuando la causa es una mutacion 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 autosémica recesiva (AR)
o ligada al cromosoma X (LX) y se agrupan de acuerdo con el tipo celular que se encuentra
mas afectado, en su nimero y/o en su funcion; en alguna de estas deficiencias se conoce el
gen causante de la enfermedad, aunque hay otras sin localizacién genética en la actualidad.
Como consecuencia de los defectos se producen infecciones repetidas causadas por protozoos,
bacterias, hongos o virus; el tipo de infeccion observada puede ayudar a definir el
componente del sistema inmunitario. Las inmunodeficiencias secundarias pueden ser debidas
a la administracion de farmacos inmunosupresores, radioterapia, malnutricion, enfermedades
del metabolismo, uremia, deficiencias vitaminicas, enfermedades malignas, infecciones (virus
de Epstein-Barr) virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), situaciones de estrés (cirugia,
politraumatismos) y alteraciones mentales o psicofuncionales (depresion, 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 pidgenas,
porgue inducen la formacion de pus), siendo las enfermedades mas comunes que desarrollan

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

En 1952 se describio 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 ademas esta enfermedad era hereditaria y sélo afectaba clinicamente a los varones se
denomindé agammaglobulinemia ligada al X (XLA). El gen defectuoso en esta
inmunodeficiencia codifica para una proteina tirosin-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
sefiales al interior celular. Al igual que ocurre con la cinasa Ick o Zap70 en linfocitos T, la
ausencia de la proteina btk produce un impedimento en la diferenciacion 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
reduccién del niamero 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 mas claro dentro de éstas es la deficiencia de IgA, la inmunodeficiencia mas comun, ya
que se da en uno de cada 800 individuos de la poblacion caucasoide (Vyas y cols 1975). Los
sintomas més caracteristicos 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 1gG,. También se han descrito individuos
con deficiencias selectivas de uno o varios isotipos de 1gG. Estos pacientes con frecuencia
desarrollan infecciones del tracto respiratorio. El defecto, en algunos casos, esta 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 sintesis de inmunoglobulinas en individuos menores de un afio. Las
inmunoglobulinas de origen materno permanecen activas en el recien nacido hasta los 6-12
meses, que coincide con la sintesis de las primeras inmunoglobulinas propias; pero si esta
sintesis 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 comdn
variable (CVID), donde el nimero de células B es normal pero hay una reduccion 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 continuacion trataremos esta

enfermedad con detalle
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Tabla 2. Deficiencias de isotipos de inmunoglobulinas

Enfermedad Igs Células B Defecto Diagnostico Disfunciones o consecuencias  Herencia .
S - . . . . - . - P Tratamiento
(incidencia) (suero) circulantes primario inmunoldgico inmunoldgicas/clinicas Cromosoma
Agammaglobulinemia Ausencia de los cinco  Ausencia de Mutaciones en  Citometria Inadecuada formacién de Ac LX GGl
ligada al X isotipos de Igs células B el gen Btk Niveles de Igs Infecciones piogénicas Xq21.3-22
(1:50.000-1:100.000) maduras
HiperlgM autosdmica IgM e IgD elevadao  Solo IgM e IgD Desconocido  Citometria Neutropenia, anemia hemolitica ? GGl
(<200) normal. Disminucion  positivas ¢CD40? Niveles de Igs Infecciones bacterianas
de 19G, IgA e IgE recurrentes
Deficiencia de IgA Ausencia en suero y Normal o Desconocido Niveles de IgA  Procesos atdpicos, tumorales Variable Sintomatico
(2:700) secreciones de IgA disminuido autoinmunes e infecciones
bacterianas recurrentes
Inmunodeficiencia Ausencia o Normal o Desconocido Niveles de Igs Carencia de produccién Variable GGl
Coman variable (IDCV)  disminucion de Igs disminuido de Ac especificos
(1:10.000-1:50.000) Infecciones bacterianas
Deficiencia de Ausencia de las Normal o Desconacido Niveles de 1gG Infecciones bacterianas AR GGl
Subclases de 1gG distintas subclases inmaduras recurrentes 14932.3
de IgG
Deficiencia de Ig (K) disminuida Normal o Mutaciones Niveles de IgG  Infecciones bacterianas AR GGl
La cadena . disminuidas puntuales recurrentes 2pl1
las k positivas (2p11)
Agammaglobulinemia Ausencia de los cinco  Ausencia de Mutaciones en  Niveles de Igs Inadecuada formacion de Ac AR GGl
autosémica recesiva isotipos de Igs células B el gen Infecciones piogénicas 14
maduras (025.14)
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1.2.2 Inmunodeficiencias secundarias

Las inmunodeficiencias secundarias son mas frecuentes que las primarias y aparecen
en un individuo previamente dotado de un sistema inmunitario normal como consecuencia de
efectos nocivos ambientales (yatrogenos, infecciosos, malnutricion). 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 paises
industrializados son las yatrogenas y la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana
que causa el denominado sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Si bien los
pacientes pueden presentar un sindrome de infecciones de repeticién, en general las pruebas
inmunoldgicas, con excepcion del SIDA, no suelen aportar datos de interés para el
diagnostico o el tratamiento. La esplenectomia es una de las causas mas conocidas de
inmunodeficiencia secundaria, aunque en la actualidad suele dejarse un pequefio resto de
tejido esplénico capaz de compensar, en ocasiones de forma muy completa, la totalidad del

organo.

Otra de las causas mas corrientes de inmunodeficiencias secundarias la constituyen los
farmacos denominados inmunodepresores. Entre ellos se incluyen los glucocorticoides y la
mayoria de los productos que se utilizan como antineoplasicos. Las sales de oro, el levamisol,
la azatioprina, la penicilamina y la sulfasalazina pueden producir hipogammaglobulinemia,
gue en ocasiones afecta selectivamente la IgA, dato que es importante tener en cuenta antes de
realizar el diagnéstico de estas inmunodeficiencias de anticuerpos y catalogarlas como
primarias. La ciclosporina A inhibe la respuesta inmune celular y se utiliza por esta accion
para evitar el rechazo en el trasplante de érganos. La edad (vejez o prematuridad) es un factor
que predispone a padecer un grado variable de inmunodeficiencia. Algunos procesos
patolégicos 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
hepatopatias crénicas, que se deben tener en cuenta en el momento de adoptar una actitud
terapéutica. En los paises subdesarrollados, la malnutricion constituye una de las principales
causas de inmunodeficiencias secundarias; en algunos de dichos paises (centroafricanos), el

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

2.1 Caracteristicas

Esta inmunodeficiencia, de etiologia desconocida, engloba un grupo heterogéneo de
enfermedades cuya caracteristica comdn es la incapacidad de producir anticuerpos por parte
de las células B. Es la inmunodeficiencia primaria mas frecuente despues de la IgAD con una
incidencia estimada entre 1:10.000 y 1:50.000. Se han publicado varios estudios sobre la
identificacion del defecto(s) inmunoldgico. Sin embargo, no se ha podido establecer un patrén
lo suficientemente consistente para realizar una clasificacion 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 presentacion clinica de la
CVID son infecciones sinopulmonares recurrentes por bacterias piégenas. 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
(autosdmica recesiva, autosdmica dominante, ligada al cromosoma X). En cualquier caso, los
casos esporadicos sin un patron de herencia claro son los més frecuentes. En multiples
familias de varios miembros con diagnosticos de CVID e IgAD se heredan a menudo alelos

del MHC caracteristicos.
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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 1°* grado. En cualquier caso, parece existir una
predisposicion genética y deben intervenir tanto factores genéticos como exdgenos, para el
desarrollo de la enfermedad:

Se han realizado varios intentos de clasificar la CVID en base a las respuestas
inmunolégicas obtenidas "in vitro" (Saiki y cols. 1982, Ariga y cols. 1987S).
Desafortunadamente, no se ha realizado andlisis rigurosos para determinar si hay diferencias
clinicas en la presentacion, desarrollo y curacion de la enfermedad. Por lo tanto, después de
40 afos de estudio, el fendmeno inmunoldgico asociado con la CVID es bien conocido pero

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

La heterogeneidad de las manifestaciones clinicas e inmunolégicas de la CVID ha
dificultado las investigaciones ya que varios estudios publicados incluyen pacientes de mas de
un tipo, dando resultados confusos que son dificiles de comparara con otros estudios. En
cualquier caso, esta situacion ha sido aliviada en parte por el desarrollo de un sistema de tipaje
basado en las respuestas de células B purificadas a anticuerpos anti-lgM 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 pequefio grupo sin células B y una ausencia
completa de respuesta humoral; 2) Grupo A, reducido nimero de células B circulantes, sin
capacidad de formar 1gG o IgM; 3) Grupo B (mas raro) cuyas células B hacen IgM pero no
IgG y 4) Grupo C, con nimero 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 diagnostico de
rutina. Lo que es mas, el ensayo de fenotipo correlaciona bien con otros parametros
inmunolédgicos, 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 des6rdenes 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

>-Mm Normal Elevada Ligeramente elevada Normal
Proliferacion Normal Reducida ? Normal
PHA inducida
Proliferacion Normal Reducida Reducida Reducida
antigeno especifica
Otras caracteristicas Genética para Granulomas, Estudios genéticos ~ Asociacion MHC?

Clinica

confirmar
mutaciones en btk

variantes leves

XLA

esplenomegalia

GAD

funcionales para

HIGM autosémica o

ligada a X

XHIM

Enfermedades

autoinmunes

VAD

2.2.1 Factores genéticos

En los Gltimos afios se ha producido un enorme avance en el conocimiento de las
alteraciones genéticas responsables de la aparicion de numerosas inmunodeficiencias
primarias. Sin embargo, las dos mas frecuentes de entre estas enfermedades, la deficiencia de
IgA y sindrome variable comun de inmunodeficiencia (CVID), permanecen aun por
esclarecer. En ambas enfermedades, a diferencia de la mayoria de las inmunodeficiencias
primarias, no se ha podido definir ni siquiera el modo de transmision hereditaria, ya que
predominan los casos esporadicos. 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 comun. Mas aun, se ha pensado que la
deficiencia de IgA y el CVID fueran los extremos opuestos de un espectro, y que en realidad

constituyeran basicamente 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 1gG, y
los enfermos con sindrome variable comin mantienen en muchas ocasiones la produccion 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 podian afectar a los linfocitos
T méas que a los B ya que los primeros son necesarios como células colaboradoras para la

produccion de anticuerpos por los segundos.

Asociacion a genes del complejo principal de histocompatibilidad. La deficiencia de IgA,
por ser un proceso mas 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 dificil dilucidar cual es la asociacion primaria, y cuales son asociaciones

secundarias debidas Unicamente a las asociaciones existentes entre estos genes.

Inicialmente, los estudios se centraron en los genes de clase I, observandose que la
deficiencia de IgA se asociaba con HLA-AI y -B8 (Ambrus y cols. 1977). Posteriormente se
comprobd que también existia una asociacion con los genes de clase 1l HLA-DR3 y DR7
(Hammarstrom 1983). Estudios mas recientes se centraron en los genes de clase IllI, y
estudiando conjuntamente enfermos con deficiencia de IgA y enfermos con CVID, algunos
pertenecientes a las mismas familias, observaron que existia un gran incremento de un alelo
nulo del gen que codifica para el isotipo A del componente del complemento C4 (C4A) asi
como de algunos alelos poco frecuentes del gen que codifica para el componente C2 del
complemento (Schaffer y cols. 1989). El problema esta en que el alelo nulo de C4A se
encuentra la gran mayoria de las veces en un haplotipo que engloba HLA-A1, B8 y DR3, y el
poco frecuente alelo C2b que estd aumentado en estos procesos aparece en desequilibrio de
ligamiento con HLA- DR7 (Schaffer y cols. 1989). Esto hace que diferentes autores atribuyan
la asociacion primaria, unos a los genes de clase 11, otros a los de clase 11l (Schaffer y cols.
1989, Volanakis y cols. 1992, Olerup y cols. 1992). De los dos grandes grupos que han
estudiado la asociacion MHC-CVID, el norteamericano (Max D. Cooper y cols) se inclina
mas por considerar que la asociacion primaria es con genes de clase 11l (Johnson ML y cols.
1997, Schaffer y cols. 1989, Volanakis y cols. 1992). Por el contrario el europeo (Olerup,
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Hammarstrom y cols) defiende que la asociacion primaria es con clase Il (Hammarstrom
1983, Olerup y cols. 1990, 1992).

Posicion 57 en la cadena DQ beta. Después de establecer la asociacion con HLA-DR3 y
DR7, Olerup y Cols observaron en un estudio de 89 pacientes con déficit de IgA que la
asociacion aparecia también con HLA-DRI, y llegaron a la conclusion que lo Gnico que tenian
en comun los haplotipos que contienen a estos tres alelos DR es genes DQBI que codifican
para cadenas DQP con aminodcidos neutros (no aspartico) en la posicion 57 (Olerup y cols.
1990). Esta posicidn se habia visto ya con anterioridad que es clave en la molécula HLA-DQ,
siendo también el marcador genético mas importante en la diabetes mellitus tipo 1. En ambos
procesos se observa que la presencia de acido aspartico protege, mientras que la presencia de
cualquier otro de los aminoacidos existentes en esa posicion (todos ellos neutros) confiere

susceptibilidad para padecer la enfermedad.

En un estudio posterior, en el que, conjuntamente con los casos de deficit 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 asociacion positiva con tres haplotipos
(que en el locus DR portan los alelos DRI, DR3 y DR7) y una fuerte asociacion negativa con
un haplotipo, que en el locus DR tiene el alelo DR2. Concluyen que también en el CVID la
asociacion primaria seria con HLA-DQ y el factor mas importante la ausencia de aspartico en
la posicion 57 (Olerup y cols. 1992). Llegan a esta conclusion tras comprobar que la
asociacion con alelos de los genes DR, DP, C2 y C4A es secundaria. Hacen un analisis
estratificado, eliminando tanto en las dos enfermedades como en el grupo control los
portadores de los haplotipos DRI, DQ5, DR3, DQ2 y DR7, DQ2 y observan como sigue
siendo estadisticamente significativo el aumento de las cadenas DQp portadoras de un residuo

no aspartico en la posicion 57 (Olerup y cols. 1990).

En un estudio reciente en nuestro pais (De la Concha y cols 1999) en 88 enfermos con
déficit de IgA y 39 enfermos con CVID se han corroborado tanto la asociacion del déficit de
IgA con los haplotipos DRI, DQ5, DR3, DQ2 y DR7, DQ21 como con el aumento de las
cadenas DQP portadoras de un residuo no aspértico en la posicion 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 casuisticas no sean superponibles, e indudablemente es mucho mas 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 asociacion a haplotipos concretos, si
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 aspartico.

Homozigosis para los genes HLA-DR y DQ. En el estudio realizado en nuestro pais (De la
Concha y cols 1999) se describe ademas, por primera vez, una asociacion entre homozigosis
en DR, DQAL y DQBL1 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 estadisticamente significativo y ademas 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 poblacién portadora del déficit.

En los enfermos con CVID el aumento de homozigotos para HLA es estadisticamente
significativo (p< 0,001) y confiere un riesgo relativo para padecer la enfermedad de 5,58.
Dado que se habia observado que la presencia de dos alelos HLA-DQBI no aspartico en la
posicion 57 confieren susceptibilidad a la enfermedad, se realiz6 un analisis estratificado para
comprobar si la asociacion a homocigosis era debido exclusivamente a este factor o si la
presencia de dos haplotipos HLA iguales, incluso con alelos que codifiquen para cadenas
DQp con Asp57, era suficiente para aumentar el riesgo de padecer la enfermedad. Este
estudio permitio 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 antigenos (genes HLA) es el mayor de todos los observados en el genoma. Se piensa que la

pluralidad en las moléculas presentadoras de antigeno es un factor esencial en la
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supervivencia de la especie, ya que facilita el reconocimiento de péptidos derivados del
procesamiento de esos antigenos, al aumentar por un lado las posibilidades de union y
presentacion de los péptidos antigénicos a las moléculas presentadoras (a mas moléculas
presentadoras diferentes, mayores posibilidades de asociacién) y por otro lado al aumentar las
posibilidades de reconocimiento de la asociacion péptido antigénico-molécula presentadora

por los clones de linfocitos T.

Las moléculas HLA de clase Il, esenciales para la iniciacion de la respuesta
inmunitaria, estan compuesta por dos cadenas, alfa y beta, codificadas por genes presentes en
la region de clase Il del MHC. Para las moléculas HLA-DR existen un solo gen A, no
polimorfico, y generalmente dos genes B funcionales que codifican para cadenas beta y
forman dos moléculas HLA-DR distintas por haplotipo. La region DQ tiene un gen Ay uno B
polimorficos por haplotipo. Dado que se ha comprobado que se pueden formar moléculas
hibridas 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 Il 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.
Asi se ha observado que existe un menor numero de homozigotos para HLA en la poblacién
norteamericana de lo que cabria esperar estadisticamente, y que esto no se relaciona con
ningun alelo en particular (Kostyu y cols. 1993). También que el porcentaje de homozigotos
para HLA disminuye en la poblacién 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 infeccién, cronificandose el proceso y
evolucionando mas facilmente a una cirrosis (Pollicino y cols. 1996). Finalmente de entre los
procesos inmunoldgicos, se ha descrito una mayor incidencia de lupus eritematoso sistémico
en homozigotos para HLA clase Il, independientemente del haplotipo que porten (Skarsvag y
cols. 1992).

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

padecerlo y la homozigosis para HLA clase Il, por lo que cabria pensar que una menor
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capacidad de presentacion de péptidos antigénicos a los linfocitos T pudiera influir en la
posterior capacidad para desarrollar la enfermedad a difeferencia de lo que ocurria en el
déficit de IgA.

Resumen. En la relacion entre genes HLA y CVID se encuentran dos factores asociados de
forma independiente: la presencia de dos cadenas HLA-DQp con residuos no aspartico en la
posicion 57, y la existencia de homozigosis en los loci HLA de clase Il. De los dos factores el
primero es comudn 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. Habria que
estudiar si las dos asociaciones lo son con diversas formas de CVID y que diferencias podrian

existir entre ellas.

2.2.2 Factores exdgenos o adquiridos

La enfermedad puede aparecer tras la rubéola congeénita o infeccion postnatal pro virus
de Epstein-Barr (EBV) (Zuccaro y cols. 1997), asi como por la administracion de sales de oro,

pero en este Gltimo caso suele ser transitoria.

2.3 Clinica

Muchos pacientes pueden padecer enfermedades autoinmunes durante afios, antes de
gue se detecte la hipogammaglobulinemia o que aparezcan las infecciones de repeticion. Las
infecciones sinopulmonares recurrentes (otitis media, sinusitis, bronquitis y neumonias)
suelen ser la presentacion inicial en la mayoria de los casos. Los microorganismos
responsables son Neumococo, Haemofilus influenzae y otras bacterias pidgenas. Suelen ser
infecciones cronicas, mas que agudas o diseminadas, a diferencia de la XLA. Aparecen
bronquiectasias, enfermedad intersticial pulmonar cronica e insuficiencia pulmonar, alin a
pesar de la terapia sustitutiva con inmunoglobulinas. La insuficiencia respiratoria es la causa
méas 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 cronica, intolerancia a la lactosa,
malabsorcion en aproximadamente el 50% de los pacientes y, en ocasiones, enteropatia pierde

proteinas. Estas alteraciones se acompafian en algunos casos de atrofia de vellosidades
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intestinales, hiperplasia nodular linoide o infiltracion linfoide difusa, solas o encombinacion.
En otros pacientes, las alteraciones intestinales estan causadas por infecciones, especialmente
por Campylobacter o por Giardia lamblia. Pueden existir, ademas enfemedad de Crohn,
colitis ulcerosa, atrofia gastrica o anemia perniciosa. También, el sobrecrecimiento bacteriano
intestinal, la hepatitis cronica 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 clasica; mas frecuentemente, la artritis es atipica, sin nédulo
subcutaneos, erosiones articulares ni afectaciébn de las articulaciones interfalangicas
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 hemolitica y
trombocitopenia las mas frecuentes, asi como también el sindrome de Evans (anemia
hemolitica, trombocitopenia y neutropenia). La incidencia de tumores malignos,
especialmente linfomas no-Hodgkin, es mayor que la poblacion general, al igual que la de
carcinoma gastrico. Junto con la insuficiencia pulmonar, los tumores malignos son la causa
mas frecuente de muerte en estos pacientes. La asociacion entre hipogammaglobulinemia
adquirida y timoma se conoce como sindrome de Good. La hiperplasia linfoide puede causar
sintomas clinicos de enfermedad pulmonar crénica por neumonia linfoide intersticial, o
malabsorcion por hiperplasia nodular linfoide intestinal. En la exploracién fisica en estos
pacientes,, se encuentra aumento de tejido linfoide (adenopatias, esplenomegalia) a diferencia
de la XLA.

2.3.1 Diagnéstico y diagndstico diferencial

Se consideraran los datos clinicos y de laboratorio mencionados: las infecciones
recurrentes, la hipogammaglobulinemia y la inadecuada produccién de anticuerpos tras
inmunizacion. Ademés, la biopsia de tejidos linfoides mostrara carencia de células
plasméticas, aun cando exista hiperplasia linfoide, y ausencia de células en las areas B
dependientes. El diagnostico 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 exploracion,
edad de aparicion del cuadro, etc... En las inmunodeficiencias secundarias a cuadros de
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malabsorcion con pérdida proteica, puede existir hipogammalgobulinemia, pero en este caso

estara disminuida también la albdmina.

2.3.2 Tratamiento

Consiste en la administracion de gammaglobulina intravenosa, segun dosis estandar, y
antibidticos de forma profilactica. Se realizard monitorizacion de los pacientes a intervalos
regulares, mediante radiografias de torax y tests de funcidon pulmonar, para determinar la
eficacia del tratamiento. Se trataran los problemas sobreafiadidos, como son la malabsorcion o
los procesos autoinmunes. A este respecto, hay que ser cautos con las dosis de corticoides
administradas, puesto que los pacientes estan per se inmunodeprimidos. Con el tratamiento
adecuado pueden sobrevivir hasta la quinta o sexta década de la vida. La principal
complicacion es la enfermedad pulmonar cronica, que puede desarrollarse ain 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 intrinsecos en los linfocitos B, aunque por el momento no puede hablarse
un unico defecto puesto que existen al menos cinco grupos distintos en basados en su funcion.
En algunos pacientes el defecto apunta hacia un incorrecto proceso secretor. En otros, la
capacidad funcional puede estar relacionada con anomalias 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 dramatica reduccién de la hipermutacion somaética con un 40-75% de los
transcritos de 1gG 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 ningun patron clinico. Puesto que la
hipermutacién somatica tienen lugar predominantemente en los centros germinales de los
organos 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 reparacion del DNA que se
encuentran enmascarados, y que podrian ocasionar una defectuosa hipermutacion, lo que
puede contribuir a un comprometido sistema de maduracion de células B. Esto estad
respaldado por un incremento de la sensibilidad a dafios por radiaciones en linfocitos de
algunos pacientes con CVID, y por escrutinios clinicos que demuestran un aumento en la
predisposicion a padecer ciertos tipos de cancer. La deficiencia selectiva de IgA,
estrechamente relacionada con la CVID, lo estd también a la ataxia-telangiectasia y al
sindrome de Nijmegen, ambas son inmunodeficiencias causadas por defectos heredados en la

maquinaria de reparacion 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 expresion
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 detencion 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 expresion del gen Pax5 puede estar causado por un

desorden en la regulacion de la células T.

El fenotipo y funcion de las células B de pacientes CVID también se muestra muy
heterogéneo. Un pequefio subgrupo de pacientes muestran un defecto en la sefializacién 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 subpoblacién de
células B de memoria en 20 pacientes (CVID). El nimero 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 1gG o IgA positivas, indicando un defecto en la maduracion de estas
células de memoria. Dentro del grupo de pacientes con un bajo nimero de células B CD27,
no se consigue inducir la molécula tras la estimulacion in vitro de células B purificadas en 3
de 5 pacientes estudiados, sugiriendo un defecto intrinseco de estas células. Estos datos
confirman la heterogeneidad de los defectos inmunoldgicos en pacientes CVID. La defectuosa
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expresion y /o funcion de CD27-CD70, miembros de la familia del TNF /TNF receptor,

contribuyen al defecto inmunolégico en la CVID.

Denz A et al, (Eur J Immunol 2000 Apr;30(4):1069-77) analizando el patrén de
expresion de marcadores de activacion de superficie, ven que los pacientes de tipo A muestran
una reducida expresion del ligando de CD28/CTLA-4, CD86 (B7-2), y del marcador de
activacion CDw137 comparado con las células B de donantes sanos y de pacientes CVID que
no son del tipo A. La baja expresion de CD86 correlaciona con reducidos niveles de expresion
de su RNAm. Como la estimulacion combinada via BCR y CD40 no recupera los defectos de
expresion 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 transmision de sefiales en esta
subpoblacion. Schwartz R et al (P Clin Diagn Lab Immunol 1999 Nov;6(6):856-60)
demuestran un defecto de fosforilacién de proteinas tirosinas. Sus resultados revelan dos
distintos grupos de pacientes CVID. EIl primer grupo son pacientes (7 de 11) cuyos células B
muestran bajos niveles de fosforilacion de tirosin cinasas tras estimulacion del BCR. En estos
pacientes, la implantacion de componentes de la membrana plasmatica recupera los niveles de
fosforilacion normales asi como la habilidad de secretar IgM y /o IgG tras estimulacion. El
segundo grupo, son los pacientes cuyas células B expresan niveles normales de fosforilacion
tras estimulacion, sin la recuperacion de la habilidad de secretar inmunoglobulinas tras

implantacion de la membrana plasmatica y estimulacion con lipopolisacaridos.

2.4.2 Linfocitos T

El mecanismo molecular responsable de este heterogéneo sindrome no ha podido adn
identificarse, siendo uno de los problemas aparentemente responsable de ello el hecho de que
este sindrome incluye, muy probablemente, un nimero variable de distintos defectos. Al
menos el 30% de los pacientes son linfopénicos, siendo la subpoblacion CD4" la maés
afectada, lo que posiblemente influye en los bajos niveles de sintesis de IL-2 producida in

vitro por células mononucleares de sangre periférica detectados en estos pacientes.
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La expresion de CD154 (CD40L) en células T activadas es, por lo general, normal
aunque existe en un grupo de pacientes con un defecto de induccion, implicado en defectos en
el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas.

La mayoria de pacientes tienen un defecto en la activacion con antigeno en las
linfocitos T CD4+ medido por el numero de células circulantes respondedoras tras
inmunizacion. Esto puede ser debido a un defecto en las células presentadoras de antigenos
profesionales, y no en las T, ya que varios defectos en las APC han sido descritos. Puede
haber un pequefio subgrupo de pacientes con defectos en el accionamiento con el complejo
CD3, pero esto necesita confirmarse.

Otros pacientes presentan un patron de elevada produccion de interferon-y por los
linfocitos T circulantes, particularmente por la subpoblacién CD8, elevada expresion en el
numero de DR CD4+, con modulacién positiva en la expresion de Fas, y un incrementado
ratio de apoptosis. Hay un aumentado estado de activacion de monocitos circulantes que
producen oxigeno reactivo, e IL-12 tras estimulacion in vitro con lipopolisacaridos (LPS).
Esto sugiere un cambio patolégico hacia un tipo de respuesta Thl. La produccion 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 especificas de CVID y no se han
visto en pacientes con ALX, que tienen la misma terapia y sufren de las mismas infecciones.

La recuperacion de la produccion de anticuerpos tras la infeccion con HIV en
pacientes CVID es importante. Hay tres casos publicados, que han sobrevivido 5 afios sin el
tratamiento con inmunoglobulinas. Solo se ha recuperado la produccion de anticuerpos 1gG 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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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 numero 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 lineas 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 lineas
celulares no es muy larga (2-6 meses) y el nimero de células que se obtiene siempre es finito.
La inmortalizacion de linfocitos T con el retrovirus HTLV-1 (Human T cell Leukemia Virus
Type 1) eliminaba estos problemas, pero tenia 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 clonotipico, haciéndolos inutiles para el analisis funcional especifico. Otro
problema afiadido es que el HTLV-1 sélo es capaz de inmortalizar linfocitos T CD4. (Inatsuki
et al 1989, Yssel et al 1989). Recientemente y, al igual que ocurre con la generacion de
células B transformadas por el virus de Epstein-Barr (EBV) (Swendeman y Thorley, 1987), se
ha desarrollado un sistema de generacion de lineas de celulas T transformadas con el virus
Herpesvirus saimiri (HVS) (para una revision Meinl y cols 1995). Este virus es un exoético
miembro de la subfamilia de y-herpesvirus, entre los que también se encuentran el virus de
Epstein-Barr (EBV) y el herpesvirus humano tipo 8 (HHV8).

La infeccion de células T con HVS, especificamente las cepas del subgrupo C como
C488, genera "in vitro" lineas 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 particulas virales, tienen un crecimiento independiente de
estimulacion antigénica, aunque son dependientes de la adicion de I1L2 exdgena y de que
exista una alta concentracion celular en cultivo, siendo su tasa de duplicacion de 2-4 veces por
semana. La transformacién con HVS se puede realizar a partir de linfocitos T de sangre

periférica, de cordon umbilical (Biesinger y cols 1992), de clones previamente establecidos, o
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incluso a partir de precursores intratimicos CD34" de linfocitos T (Pacheco-Castro y cols
1996). El receptor para HVS no ha sido aun identificado, pero es muy probable que sea una

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

Los linfocitos T transformados tienen un fenotipo de células T CD4" o CD8" maduras
(expresando marcadores caracteristicos 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 intratimicos CD34", en los que se conservan fenotipos inmaduros CD4" CD8"
(Pacheco-Castro y cols 1996). Ademas expresan ciertos marcadores de activacion (como
CD25, CD26, CD30, CD45R0, CD69, CD86 (B7.2), CD154, HLA-DR), aunque desaparecen
otras moléculas de membrana (como CD28). La transformacion 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 V3 originales (Weber y cols 1993). Desde el punto de
vista funcional, las lineas de linfocitos T transformadas con HVS mantienen intactas las
sefiales a través del complejo TCR/CD3, tanto las de activacion inmediata -movilizacion de
calcio intracelular o los patrones de fosforilacion tras estimulacion (Broker y cols 1993)-
como las de activacién temprana/tardia -induccién de proteinas de activacion, induccion de
citoquinas, citotoxicidad o respuesta proliferativa (Mittriker y cols 1993; De Carli y cols
1993)-.

También existen cambios fenotipicos y funcionales caracteristicos tras la infeccion de
linfocitos T humanos con HVS. Primeramente, se ha observado la expresién "de novo" de una
molécula tipica de granulocitos, CD66a, miembro de la familia CEA (Gotze et al., manuscrito
en preparacion). En segundo lugar, la tirosina-cinasa p53/56lyn, que generalmente no se
expresa en celulas T, se encuentra enzimaticamente 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 hacia un
perfil Thl; aumento de la produccion de IL-2 e IFN-y y disminucion de IL-4 e IL-5 en las
células T transformadas en comparacion con sus céelulas parentales (47F99). Ademas, muchos
de estos clones secretan grandes cantidades de CC quimiocinas MIP-1a, MIP-1p and
RANTES, productos tipicos del fenotipo Thl. Finalmente, la alteracion funcional mas
sorprendente inducida por HVS es la hiper-respuesta tras la estimulacion a través de CD2. El

crecimiento autocrino de las células transformadas con HVS depende de la activacion mutua
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via contactos CD2/CD58 (Mittriicker y cols 1992) y este crecimiento puede ser inhibido
mediante anticuerpos anti-CD2, anti CD58 o0 anti-CD25.

La inmortalizacién con HVS se ha utilizado para estudiar y caracterizar distintas lineas
celulares T o clones con especificidades frente a diversos antigenos -proteina basica de
mielina, toxoide tetanico, proteinas purificadas de la tuberculina o proteinas de union a niquel
(Weber y cols 1993; Mittriker y cols 1993)-. Recientemente se ha utilizado este modelo de
transformacion de linfocitos T con HVS en el estudio de la deficiencia humana de
CD3y (Rodriguez-Gallego y cols 1996), asi como en otras inmunodeficiencias primarias de
linfocitos T, como la deficiencia de MHC de clase Il ( Zapata y cols 1998), la ataxia-
telangiectasia (Rivero y cols 1997), el sindrome de Wiskott-Aldrich (Gallego y cols 1997), o
inmunodeficiencias secundarias, como el SIDA (Saha y cols 1996). En todas las
inmunodeficiencias primarias las lineas de linfocitos transformadas con HVS preservaron los

defectos fenotipicos y funcionales descritos en sangre periférica.

3.2 Activacion del linfocito T "in vitro"

En la actualidad es posible emular en el laboratorio la activacion de las células T, y
analizar posteriormente todos sus parametros funcionales caracteristicos. Para ello se utilizan
distintos estimulos, mas o menos especificos, tanto de membrana como transmembranales
(Tabla). De entre los estimulos que actian a nivel de membrana destacan los anticuerpos
monoclonales (especificidad) dirigidos contra proteinas de la superficie de la célula T (CD3,
CD2, CD28, CD69...), que permiten estudiar distintas vias de activacion de forma
independiente; aunque también se emplean otros agentes estimuladores menos especificos,
como las lectinas vegetales fitohemaglutinina (PHA), o con canavalina A (ConA), que
inducen una activacion global de la célula. Dentro de este primer grupo también estaria la IL-
2, una citocina que se une a su receptor y produce la division y activacion del linfocito T. Los
estimulos transmembranales mas utilizados son los ésteres de forbol (ej. PMA), activador
directo de la PKC; la ionomicina, un ionéforo que abre canales de calcio en la membrana o
bien una combinacion de ambos. La estimulacion del linfocito T con ambas sustancias de
forma conjunta suple todos los pasos requeridos para la activacion via complejo TCR/CD3, y

pone en marcha toda la maquinaria de activacion 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 (movilizacién de Ca?* intracelular y fosforilacion), tempranas

(sintesis de citocinas y moléculas de activacién) y tardias (proliferacion, secrecion de

citoquinas).

3.3 Preguntas funcionales que se pueden hacer

Mitégeno Respuesta en PBL Respuesta en HVS
Proliferacion Proliferacion
Sintesis de citocinas Sintesis de citocinas
Anti-CD3 Induccion de moléculas de activacion Induccion de moléculas de activacion,
Movilizacion de calcio intracelular, Movilizacion de calcio intracelular,
Activacion de proteinas intracelulares Activacion de proteinas intracelulares
IL-2 Proliferacion Proliferacion

Phorbol 12- Myristate
13- Acetate

Fitohemaglutinina

CDh2

Concanavalina A

Proliferacion
Sintesis de citocinas
Inducciéon de moléculas de activacion,

Movilizacion de calcio intracelular

Proliferacion

Proliferacion

Proliferacion

Proliferacion
Sintesis de citocinas
Induccion de moléculas de activacion

Movilizacion de calcio intracelular

Citolisis

Proliferacion
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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 unico, la disponibilidad de
sangre es limitada (lo que impide hacer estudios bioguimicos) y los estudios
comparativos son por ello muy dificiles. Gracias a la transformacion con
Herpesvirus saimiri, este problema se reduce enormemente, ya que las lineas asi
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 Comun Variable (CVID) utilizando H. saimiri, con
objeto de preservar, donde existan, los defectos funcionales de dicho

linaje como modelos in vitro.

2. Analizar fenotipicamente las lineas transformadas.

3. Analizar la induccion de proteinas de activacion (CD154, CD69) y
factores solubles (IL-2, TNF-a, IFN-y), implicados en la cooperacion

T-B, en las lineas 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 extraccion de la sangre variaba desde los 11 hasta los 62 afios
media = 31,2 £ 14). Ademas se incluyeron 9 pacientes ALX como controles, puesto que es
una inmunodeficiencia con las mismas caracteristicas clinicas que la CVID (pero con un
defecto intrinseco - 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 \ 16

3 PCP M 41 12
4 LGM Vv 21 14
5 JAR \Y 26 16
6 MAI M 49 a7
7 RAL \ 15 10
8 JCG \ 24 2
9 DBP M 44 14
10 MCC \ 19 12
11 SSA \ 25 7
12 EMA M 21 15
13 SLM M 13 4
14 ANZ M

15 VEP \Y 21 15
16 JSO \ 33 12
17 CNL M 41 13
18 AB \ 39 22
19 EMA

20 SGA \ 40 1
21 CMC M 35 16
22 LPP M 32 1
23 BFP M 40 22

37




Materiales y Métodos

24 PJGJ \Y; 13 1
25 PGC \Y; 12 4
26 DGL \Y; 11 1
27 CGP M 51 31
28 CJL \Y; 26 1
29 MJL M 36

30 PMR \Y; 57 46
31 DPR \Y; 12 5
32 JPA \Y; 22 14
33 DSR M 62 52
34 ASM M 44 37
35 MLS M 57 8
36 RMG \Y; 31 18
37 DAM \Y; 24 12
38 RBM \Y; 42 17
39 ACL M 39 13
40 SMG Vv

1.1.Clinica

Se incluyd en el grupo a todos aquellos pacientes de acuerdo con el criterio
diagndstico del grupo de expertos de la Union Internacional de Sociedades Inmunoldgicas
(IUIS) (Clin Exp Immunol 1999; 118: 1-28). En 11 pacientes (5 hombres -N° 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-) padecian enfermedades de tipo

autoinmune.

1.2 Inmunologia

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 (numero 6) poseian valores de 1gG 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 Clave [IgG (IgA [IgM |IgE Clave (IgG (IgA [IgM |IgE
1 14 27 230 | 5 13 2
2 15 316 | 14 26 2 28 120 12 6 3
3 74 5 12 2 16 128 9 13 35 29 110 5 7 2
4 75 5 7 2 17 108 5 17 2 30 282 | 5 9 5
5 417 | 7 47 2 18 308 5 16 22 31 450 | 43 29 | 23
6 580 | 100 | 101 | 35 19 32 156 5 | 27 2
7 363 5 45 2 20 485 12 | 40 2 33 169 | 9 17 2
8 402 38 | 17 | 85 21 102 5 8 2 34 32 5 91 2
9 370 | 47 | 91 | 2 22 14 | 6 11 | 2 35 14 | 5 18 | 2
10 33 5 92 2 23 194 5 6 2 36 343 | 35 | 15 | 2
11 2 5 77 2 24 115 @ 17 67 8 37 34 5 5 2
12 369 | 5 76 2 25 447 | 55 65 @ 45 38 284 | 5 23 2
13 191 10 20 2 26 480 48 @ 37 2 39 55 5 13 2
40

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

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

los pacientes excepto en 14 de ellos. Aln mas, los linfocitos cooperadores CD4" (723-1124)

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

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

Clave Linfocitos CD3 CD4 CD19 Proliferacion
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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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

1820
1280
1500
1000
3170
2370
2110

1200
2310
1590
1510

2700
630
750
1320
3600
2280
2500
1460
1500
1530
2690
1830
1370
1100
2240
1720
380
1100
740
3200

1670
537
1080
640
2560
1960
1666

720
947
1080
1230

2079
491
540
990

2590

1846

1375

1124

1155

1254

2205

1170
960
760

1433

1220
296
836
622

2496

940
230
420
100
507
1208
928

324
485
700
498

1160
233
135
448

1190
616
800
423
645
200
915
421
397
550
716
240
216
253
363

1120

80
460
90
120
190
71
63

84
1224
238
166

162
25
52
53

720

182

150

160

105

183

215

240

260

110

710

103
38

143
30
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BAJA
BAJA
NORMAL
BAJA
BAJA
NORMAL
BAJA
BAJA
BAJA
NORMAL
NORMAL
BAJA

NORMAL
NORMAL
NORMAL
BAJA
NORMAL
BAJA
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
BAJA
NORMAL
BAJA
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
BAJA
NORMAL
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2 Transformacion de linfocitos T con Herpesvirus saimiri

2.1 Obtencién 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 infectd con un medio que ya contenia el virus (cedido originalmente por B. Fleckenstein).
Este cultivo se mantuvo en medio BME (BioWhitaker) suplementado con 1% Glu, 1% Ab,
1% de aminoacidos esenciales y 20% FCS hasta que la monocapa caracteristica de este tipo
de cultivos estaba complemente lisada (10-15 dias). El sobrenadante del cultivo lisado, rico en
particulas virales, fue utilizado como fuente de HVS en sucesivas infecciones, tanto de
linfocitos T como de células OMK (para generar mas sobrenadante infectivo). El
sobrenadante se mantuvo siempre a 4°C no mas de 6 meses desde su obtencion, fecha en que

se prepard un nuevo lote.

2.2 Infeccidn de linfocitos aislados de sangre periférica

con sobrenadante HVS.

Los linfocitos de sangre periférica obtenidos se resuspendieron en medio CG-RPMI
(proporcioén 1/1; Vitromex y Gibco BRL respectivamente) suplementado con 1% Glu, 1% Ab,
10% FCS, 40 Ul/ml de rIL2 (donada por Hoffmann-LaRoche) y 1% PHA (Sigma), a una
concentracion final de 1-2x10° células/ ml. EI mismo dia del aislamiento se afiadié a cada
mililitro de suspension celular otro mililitro de sobrenadante infectivo del virus (1/1),
dejandose las células en cultivo -en placas de 24p (Costar)- durante 7 dias sin retirar el medio.
Pasado este tiempo los cultivos fueron cambiados periddicamente (cada 3-4 dias) con el
mismo medio CG-RPMI arriba descrito, pero en ausencia de PHA. Las células, en todos los
casos, se mantuvieron a una concentracion éptima de crecimiento de 1x10° células/ ml. En
paralelo, y como control de infeccion, se generaron cultivos en las mismas condiciones de
crecimiento, que no fueron expuestos al virus. La muerte de los cultivos no infectados
(control de infeccion) frente a la supervivencia de los expuestos al virus y la adquisicion de
morfologia linfoblastoide en las células expuestas fueron los criterios elegidos para considerar

inmortalizada una linea (Pacheco-Castro y cols 1995).
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3 Caracterizacion fenotipica

3.1 Fenotipo Basico: Citometria

Para la deteccion de moléculas linfocitarias se utilizaron los anticuerpos monoclonales
listados en la Tabla (X). La expresion de los distintos marcadores linfocitarios, de superficie o
intracelulares, se analizd6 mediante técnicas de citometria 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 cuantificacion del marcaje de superficie
o intracelular se realiz6 por citometria de flujo en un citobmetro EPICS ELITE (Coulter,
Hialeah, FL). Las células se seleccionaron por criterios de tamafio /complejidad para eliminar
las no viables, analizandose 10.000 células por muestra. Se consideraron positivas todas las
células con intensidades de fluorescencia por encima del limite superior de los
correspondientes controles negativos (anticuerpos inespecificos del mismo isotipo y especie
qgue los empleados para la tincion). 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 logaritmica, y las ordenadas representan el nimero
de células en unidades arbitrarias. En el caso de andlisis 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 analisis fenotipico y funcional

mediante citometria de flujo. En todos los casos se afiadieron 10 g de anticuerpo por cada millon de células.

Especificidad Nombre Tipo /Dilucion

CD3 &6+ gy Leud 50 pg /ml
CD4 Leu3a 50 pg /ml
CD8a Leu2a 50 pg /ml
CD69 Leu23 25 pg /ml
CD154 50 pg /ml
IL-2 Anti-human IL-2 25 pg /ml
TNF-a Anti-human 25 pg /ml
IFN-y Anti-human 25 pg /ml
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3.1 Tinciones Extracelulares

Las células se lavaron 2 veces con PBS- 1% FCS y se resuspendieron a una
concentracion final de 1x10° células /ml en la misma solucién, antes de dispensar 100 ul de
suspension a cada uno de los pocillos de una placa de 96p con fondo en V (Costar). A
continuacion se centrifugaron las placas a 1.400 rpm durante 10 minutos y a 4°C y se decant6
finalmente el sobrenadante. Posteriormente se afadieron 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 4°C y protegidas de la
luz. Tras la reaccion 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 ul de PBS-1% formaldehido y se analizaron finalmente por citometria

de flujo.

3.2 Tinciones Intracelulares

Todos los marcajes intracelulares se llevaron a cabo en tubos Eppendorf
(Labclinics)de 1,5 ml. Las celulas se lavaron en PBS a temperatura ambiente y se
resuspendieron en la misma solucién a una concentracion final de 5x10° células /ml, antes de
dispensar 5x10° células /tubo, y volver a lavar de la misma manera. Tras decantar los
sobrenadantes, las células se resuspendieron en 500 ul de PBS-4% formaldehido y se
incubaron de este modo durante 20-30 min a temperatura ambiente. A continuacion se
permeabilizaron las células lavando los tubos 2 veces con PBS-0,1% saponina (Sigma)
resuspendiéndolas en 100 ul 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 reaccion
de marcaje, y para los anticuerpos previamente conjugados con un grupo fluorescente —-FITC
0 PE-, las células se lavaron otras 2 veces con PBS-0,1% saponina, se resuspendieron en 500

ul de PBS y se analizaron finalmente por citometria de flujo
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4 Analisis funcionales

4.1 Induccién de proteinas de activacion

Para realizar los andlisis de induccion de proteinas de activacion 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 (dia previo al correspondiente cambio de
medio). Posteriormente se resuspendieron en medio CG-RPMI sin rIL2 a una concentracion
de 500.000 células /ml, se afiadieron 200 ul de la suspension celular en placas de 96 pocillos
con fondo en U en ausencia o en presencia de 1 pg/ml de anticuerpo anti-CD3 (10T3b)
inmovilizado o PMA (10 ng/ml, Sigma) mas ionomicina (750 ng/ml, Sigma), y se incubaron
durante 9 horas, (para la determinacion de CD69 y CD40L).

En el caso de la estimulacién con anticuerpo anti-CD3 (I0T3b, Inmunotech), se
adsorbio previamente el anticuerpo monoclonal a la placa. Para ello se resuspendio el
anticuerpo monoclonal anti-CD3 a la concentracion de trabajo en tampén Tris-HCI 50 mM,
pH 8 estéril, se afiadieron 50 ul por cada pocillo de una placa de 96 pocillos de fondo en U y
se incub6 durante 8 h a 4 °C, guardandose después a —20°C hasta el momento de su
utilizacion. Antes de afiadir las células a los pocillos con anti-CD3 inmovilizado se realizaron
3 lavados con medio RPMI (afiadiendo 200 ul/pocillo y decantando posteriormente).

Tras la activacion, se lavaron las células dos veces con PBS (centrifugacion a 1200
rpm, 4 °C, 8 min) y se realizé la tincion con anticuerpos anti-CD154 y anti-CD69 como se

indica en el apartado 3.1. Posteriormente se analizaron por citometria de flujo.

4.2 Induccidén de citocinas

Al igual que en los casos anteriores, para la induccion 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 concentracion de 500.000
células/ml, se afiadieron 200 ul de esta suspension celular en placas de 96 pocillos en fondo
en U en ausencia o en presencia de 1 ug/ml de anticuerpo anti-CD3 (IOT3b) inmovilizado
(como se indica en el apartado 4.1) o PMA (10 ng/ml, Sigma) més ionomicina (750 ng/ml,

Sigma), y se incubaron durante 9 h a 37 °C. A las dos horas del inicio de la incubacion se
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afiadieron 2 ug/ml de Brefeldina A (Sigma) en cada pocillo con el fin de bloquear el
transporte intracelular y acumular las citocinas sintetizadas. Tras la activacion, se pasaron las
células a tubos Eppendorf (Labclinics), se lavaron dos veces con PBS (centrifugacion a 1.200
rpm, 4 °C, 8 min), y se fijaron con 500 ul de PBS con formaldehido al 4% durante 20 min a
temperatura ambiente. Por ultimo se realizaron los marcajes intracelulares con anticuerpos
anti-IL2 y anti-TNFo conjugados con PE y FITC respectivamente, o con anti-IFN-y
conjugado con PE, tal y como se indica en el apartado 3.2. Posteriormente se analizaron las

muestras por citometria de flujo.
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Obtencion y caracterizacion
fenotipica 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 (Pag. ), se
obtuvieron 59 y 66 lineas puras de células T transformadas con HVS, respectivamente (Tabla
). El andlisis mediante inmunofluorescencia del inmunofenotipo de las células T
transformadas de pacientes con CVID indico que el porcentaje y la intensidad de la expresion
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. Distribucion fenotipica en lineas T transformadas con Herpesvirus saimiri

procedentes de distintas muestras 2

CVID AT AXL Normales
Fenotipo
(n=59) (n=26) (n=9) (n=66)
CD4" 27 * 8 0 3
CcD8* 73 * 92 100 97

2 Porcentaje de lineas T transformadas con fenotipo CD4" 0 CD8" obtenidas de los cultivos celulares indicados
entre paréntesis. CVID = Inmunodeficiencia comin variable. AT= Ataxia telangiectasia. XLA =
Agammaglobulinemia ligada al cromosoma X. # p= 2x10  vs. normales (Test exacto de Fischer). Solo se

resaltan diferencias estadisticamente significativas.
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El anélisis fenotipico de nuestras lineas reveld, inesperadamente, una proporcién
significativamente mayor de lineas T CD4" y una menor proporcion de lineas CD8" T
comparado con las lineas obtenidas de individuos sanos (27% vs. 3%, 73% vs. 97%). Para
saber si este inesperado resultado era especifico para las células de individuos
inmunodeficientes, transformamos celulas 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) *
y la agammaglobulinemia ligada a X* o enfermedad de Bruton (XLA). No se observaron
diferencias entre la proporcion de lineas 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 Unicamente se pondria de manifiesto tras la

exposicion al Herpesvirus saimiri en nuestras particulares condiciones de cultivo.

! La ataxia-telangiectasia es un trastorno neuroinmunolégico progresivo, de herencia autosémica recesiva,
causado por mutaciones en el gen ATM (AT mutated) situado en el cromosoma 11, que codifica una proteina
que interviene en la transduccion de sefiales, regulacion del ciclo celular, reparacion del ADN y procesos de
recombinacion somatica. Los sintomas, que aparecen a partir de los 2 afios, 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 patrén inmunolégico Unico, por regla general, los individuos
afectos presentan deficiencias en la funcion de los linfocitos T y el 40% de los pacientes desarrollan defectos en
la inmunidad humoral, como deficiencias IgA o deficiencias de los isotipos 1gG2-1gG4. Asimismo, el 95 % de
los pacientes tienen una concentracion elevada de a-fetoproteina, que es sintoma de un defecto de formacion y
maduracién de 6rganos. El defecto génico (mas de 150 mutaciones identificadas; todas Unicas) afecta a una
proteina que interviene en la reparacion 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 disminucion de los
niveles de inmunoglobulinas en el suero y del nimero de linfocitos B circulantes. La enfermedad tiene una
frecuencia de 1:50.000 a 1:100.000 habitantes. EI defecto génico Gltimo, localizado en la porcién media del
brazo largo del cromosoma X (Xq21.3-22), radica en un gen que codifica para una proteina tirosin cinasa ubicua
denominada Btk (Bruton’s agammaglobulinaemia tyrosine kinase). La carencia de esta proteina, necesaria para
la expansion de las células B en un punto critico de su maduracion, afecta el desarrollo del linaje B de tal forma
gue aun existiendo células pro-B, hay muy pocas células pre-B (con cadena p intracitoplasmatica) 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 sintomas consisten en infecciones bacterianas repetidas,
otitis, bronquitis, neumonia, meningitis, conjuntivitis y ocasionalmente dermatitis y malabsorcion.. Existe una
forma de agammaglobulinemia que se hereda de forma autosémica recesiva en la que cerca de la mitad de los
pacientes tienen mutaciones en el gen de la cadena pesada p 0 en el gen A5/14.1 y no en el gen de la Btk.
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Induccidn de moléculas de
superficie en lineas HVS CD4"

Los linfocitos T se comunican con otras células del sistema inmune mediante la
expresion de novo de moléculas en su superficie, asi como mediante la generacién de factores
solubles como lo son las citocinas. Tras la activacion del linfocito T a través de su complejo

TcR/CD3 se produce la induccién de dichas moléculas de superficie.

Una de estas moléculas es CD154, antes denominada CD40L, la cual esta implicada en
la cooperacion de los linfocitos T con los linfocitos B, y es decisiva en la maduracion y
diferenciacion de las células B a células plasmaticas o productoras de anticuerpos asi como
del cambio de isotipo. La activacion directa de CD154 genera sefiales coestimuladoras que
regulan la produccion de 1L4 (Vilcek J et al, 1991) y la expresion de moléculas de adhesion
(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 activacion de los
linfocitos B (incluyendo la expresion de CD23), diferenciacion 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 basofilos. Es una
glicoproteina de membrana tipo Il con una secuencia homoéloga a TNFa y una estructura
terciaria similar al trimero TNFa. El estudio de CD154 (CD40L) era de gran interés ya que un
defecto en su expresion podria explicar en parte la deficiencia en la produccion de

inmunoglobulinas tipica de estos pacientes.

Por lo tanto, lo siguiente que nos propusimos fue comparar la capacidad intrinseca de
un namero de lineas celulares puras de pacientes con CVID con lineas T puras de individuos
normales tanto HVS CD4" como CD8" T para generar tales sefiales in vitro en respuesta tanto

a estimulos de membrana (anti-CD3) y transmembranales (PMA + lonomicina).
Asimismo, la expresion de CD154 induce la deleccidn clonal de células B cuyo receptor

ha sido desensibilizado por estimulacion con antigenos propios 0 por no unirse antigeno al
receptor de la célula B (Rathmell JC et al, 1996).
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Cuando analizamos la induccion de CD154 en todas las lineas T CD4" disponibles, no
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre las lineas HVS CD4" normales

y HVS CD4" de pacientes con ninguno de los estimulos utilizados (Figura 1).

NORMALES CVID
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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 estimulacion con anti-CD3. Las células fueron analizadas sin
estimular (O) o estimuladas durante 9h en la presencia de anti-CD3 (®) o PMA+ION (m). Cuando el
experimento fue repetido (normalmente tres veces), se representa la media + DS. La linea discontinua representa

el limite inferior de respuesta obtenido en las lineas normales tras estimulo con anti-CD3.

Sin embargo, observamos que la mitad de nuestros pacientes (5 de 10) estaban por
debajo de la expresion minima de CD154 obtenida en las células HVS CD4" de individuos

normales tras la estimulacion con anti-CD3 (linea discontinua en la Figura 1).

De acuerdo con esto, agrupamos nuestros pacientes en dos grupos diferentes a)
aquellos en los que la induccion de CD154 tras estimulacion con anti-CD3 era similar a la
obtenida en el grupo de individuos normales (A de altos respondedores en las Figuras 1y 2),
y en los que el valor medio de expresion tras el estimulo membranal era de un 78%
comparado con un 73,6% de expresion en las células transformadas CD4" de individuos

normales y b) aquellos cuya respuesta estaba por debajo del limite indicado (B de bajos
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respondedores en las Figuras 1 y 2), valor medio de expresion 46.8% comparado con la
expresion en las células de individuos normales 73,6%. Una diferencia altamente significativa
apareci6é entre el subgrupo de CVID B y los otros dos subgrupos (A CVID pacientes o
controles normales (Figura 2).
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Figura 2.- Mismos datos que en la Figura 1, agrupados por el grado de respuesta a la estimulacién con anti-
CD3. Los pacientes con una respuesta por debajo o por encima del limite inferior de respuesta obtenido en los
individuos normales (linea discontinua en la Figura 1) fueron agrupados como B (Bajos) o A (Altos)
respondedores. Las pequefias lineas horizontales representan la media estadistica de células HVS CD4" CD154
positivas para cada grupo o subgrupo. La significacion estadistica en todas las comparaciones realizadas entre
grupos y subgrupos era mayor de 0.05 excepto donde se indica (B vs N, py=0.004; B vs A, pa=0.0004; B vs
N+A, pn+a=0.0001). Con objeto de incrementar el nimero de controles dos lineas de células AT
transformadas(previamente demostrada su normalidad en la induccién de CD154 [45]) fueron incluidas en el
analisis (B vs N+AT, py+ar=0.0005)

Estos resultados sugieren la existencia de un subgrupo de pacientes con CVID (B)
con un defecto intrinseco en la induccion de CD154 a través de CD3. Este defecto funcional
impide a una significativa fraccion de las células T CD4" modular positivamente CD154
tras la estimulacién 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
expresion comparables a los conseguidos por las células CD4+ transformadas de individuo

normales. (Figura 3 y datos no mostrados).
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Figura 3.- Dot plots representativos de un analisis mediante citometria de flujo en dos colores con anti-CD154-
PE y anti-CD69-FITC en células HVS CD4" del paciente nimero 2 (subgrupo B) comparadas con las células

HVS CD4" de un donante sano (Normal niimero 1), tanto sin estimular como estimuladas.

Con objeto de explorar si el defecto observado era especifico para CD154, analizamos
la induccion de otra molécula utilizada como marcador de activacion, denominada CD69.
CD69 es una molécula perteneciente a la superfamilia de las lectinas animales tipo C. Es el
antigeno inducible que mas temprano aparece tras la activacion de los linfocitos T con una
amplia variedad de estimulos. No se detecta en linfocitos de sangre periférica en reposo y
aparece tan solo 30-60 minutos después de su estimulo. La regulacion a nivel genético es aun
mas rapida y, como ocurre con otros genes inmediatos, el gen CD69 tiene una expresion

rapida y transitoria seguida de una degradacion practicamente instantanea a nivel de ARNm.
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No se conoce ligando fisiologico 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 estimulacion (Figs. 3 y 4). No encontramos diferencias
estadisticamente significativas ni en los niveles de expresion (MFI) ni en los de induccion (%)
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 especifico 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 nimero de lineas de células T HVS CD4" normales disponibles (aunque
ampliamente analizadas, Ver pie de la Figura 2) y el hecho de que la muestra de lineas HVS
CD4" procedentes de pacientes no mostrasen, como grupo, diferencias signicativas en la
induccion de ninguna de las moléculas de superficie cuando se compararon con los controles,

impone un cauteloso analisis de los datos obtenidos.
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Induccion de moléculas de
superficie en lineas HVS CD8"

A continuacion realizamos un estudio similar en 15 lineas de células T HVS CD8"
(Fig. 5), puesto que previamente se habian descrito defectos funcionales en las células T
CD8" de algunos pacientes con CVID (29) y sabiamos que CD154 puede expresarse en
células Tc (48).

Tal y como sucedi6 con las lineas de células HVS CD4", no encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre las lineas de células T HVS CD8" normales y las de los
pacientes con CVID (Fig. 5). En cualquier caso, los resultados obtenidos mostraban un patron
de expresion en las lineas HVS CD8" completamente distinto del de las lineas HVS CD4".
Tanto las células normales como las células CVID CD8" mostraron un amplio rango de
induccién para la molécula CD154 (desde menos del 5% hasta un 80% con alguno de los
estimulos utilizados). Esto impidié establecer subgrupos de alta o baja expresion (A o B),

puesto que el limite mas bajo de expresién en las lineas normales seria 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 estimulacion con anti-CD3. Los
numeros en el eje de abcisas representan el n° de paciente (algunos de los cuales también estan en la Figura 1) y
su control respectivo. Las células fueron analizadas sin estimular (O) o estimuladas durante 9h en la presencia
de anti-CD3 (®) o PMA+ION (m). Cuando el experimento fue repetido (normalmente tres veces), se representa
la media £ DS. La linea discontinua define arbitrariamente ee limite entre respondedores (R) y no

respondedores (NR) en la expresion de CD154.
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En contraste, pudimos establecer dos subgrupos dentro de las lineas normales y las de
pacientes CVID, a) aquellos cuyo tanto por ciento de expresion de CD154 era muy bajo antes
y después de la estimulacion (por debajo de la linea discontinua establecida arbitrariamente en
la Fig. 5), y que denominamos No Respondedores (NR), y b) aquellos que expresaban
basalmente y tras estimulacion CD154 (por encima de la linea discontinua establecida
arbitrariamente en la Fig. 5), denominados Respondedores (R). No se detectaron diferencias
significativas en la induccion de CD154 entre las lineas HVS CD8" de donantes sanos y las de
los pacientes en ninguno de los dos subgrupos establecidos R (0 NR) (Fig. 6), aportando
solidez a los datos encontrados en las lineas CD4".
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Figura 6.- Mismos datos que en la Figura 5, agrupados por el tipo de respuesta a la estimulacién con anti-
CD3 (NR o R, ver Fig. 5. Las pequefias lineas horizontales representan la media estadistica de células HVS
CD8"* CD154 positivas para cada grupo o subgrupo. La significacion estadistica en todas las comparaciones

realizadas entre grupos y subgrupos era mayor de 0.05
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El analisis de la expresion e induccion de CD69 en las lineas de células T HVS CD8"
no reveld 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 especifico para CD154 en las
lineas CD8" (pero no en las CD4").
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Figura 7.- Porcentafje de células HVS CDE CD69 positivas agrupadas en Normales (N) y pacientes

CVID como en la Figura 6.

El andlisis de CD69 revelo, al igual que fue observado en las lineas CD4", que se
expresa constitutivamente y Gnicamente se induce ligeramente tras estimulacion, tal y como
se observa en las lineas HVS. El analisis de induccion 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).
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Figura 8.- Dot plots representativos de un andlisis mediante citometria de flujo en dos colores con anti-
CD154-PE y anti-CD69-FITC en células HVS CD8" del paciente niimero 6 (subgrupo R) comparadas con

las células HVS CD8" de un donante sano (Normal nimero 4, subgrupo R), tanto sin estimular como

estimuladas.

57



Resultados

Induccidn de citocinas
intracelulares en lineas HVS CD4"

Nuestro siguiente objetivo fue medir mediante citometria de flujo la habilidad de las
lineas de linfocitos T CD4" y CD8" de pacientes CVID transformadas con HVS para generar
diversas citocinas (IL-2, Factor de necrosis tumoral -alpha -TNF-a e interferon-gamma -IFN-
v) basalmente y tras estimulacion in vitro con anti-CD3 o acetato de forbol miristico (PMA) +
ionomicina (ION) durante 9 horas. Desafortunadamente, la citocina IL-4 no puede medirse en
células T transformadas, puesto que adquieren un fenotipo Thl (34). No encontramos
diferencias estadisticamente significativas cuando comparamos las lineas HVS CD4" de los
controles y de los pacientes, analizadas como grupo, en ninguna de las citocinas analizadas.
Sin embargo, tal y como se observé en las induccion de CD154 en las lineas CD4" de los
pacientes (Fig. 1, Pag. x), una importante proporcion lineas CD4" de los pacientes CVID
analizadas (4 de 10) se encontraban por debajo del limite inferior de inducciéon de IL-2
obtenido en los controles sanos tras estimulacion con anti-CD3 (linea discontinua en la Fig.
9).
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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 estimulacion con anti-CD3. Las células fueron analizadas sin
estimular (O) o estimuladas durante 9h en la presencia de anti-CD3 (®) o PMA+ION (m). Cuando el
experimento fue repetido (normalmente tres veces), se representa la media + SD. La linea discontinua

representa el limite inferior de respuesta al estimulo con anti-CD3 obtenido en las lineas control.
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Interesantemente, estos cuatro pacientes pertenecian al subgrupo denominado B definido
también, en la Figura 1, como bajos respondedores para la induccion de CD154. Cuando las
lineas 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 lineas normales (Ver pie de la Figura 10).
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Figura 10.- Mismos datos que en la Figura 9, agrupados por el grado de respuesta al estimulo con anti-CD3.
Los pacientes fueron agrupados como Altos (A) o Bajos respondedores (B) de acuerdo con su respuesta en la
induccion de CD154 tras estimulo con anti-CD3 (Fig. 2). La pequefia linea horizontal indica la media
estadistica del nimero de células positivas para cada grupo o subgrupo. La significacion estadjstica 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= 0.005y H vs N).
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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 sefiales
cooperadoras, tanto de membrana (CD154) como solubles (IL-2). Aln mas, se observa una
correlacion estadisticamente significativa (r = 0.84, p = 0.0012) entre la induccion mediada
por la estimulacion con anti-CD3 de CD154 y de IL-2 (Fig. 13).
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Figura 11.- La induccién de IL-2 por células T transformadas CVID CD4" tras estimulacion con anti- CD3
correlaciona significativamente con la induccién de CD154 con el mismo estimulo (p = 0.0012, r = 0,84). Las
lineas discontinuas marcan el limite inferior de induccion obtenida en las lineas control tras estimulacion con
anti-CD3. Los pacientes definidos como Ay B en la Figura 2 se agrupan claramente por encima o debajo del

limite para IL-2 respectivamente, excepto con un Unico paciente.
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A continuacion realizamos el mismo estudio de induccién en las células HVS CD4"
para la citocina TNF-a. Como puede observarse en la Figura 12, solamente uno de los
pacientes (NUmero 1) se encontraba por debajo del limite inferior de respuesta al estimulo con
anti-CD3. De nuevo no encontrdbamos diferencias significativas entre el grupo de pacientes y

el de controles.
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Figura 12.- Porcentaje de células HVS CD4" TNF-« positivas en dos individuos normales y 9 pacientes CVID
ordenados de menor a mayor respuesta a la estimulacion con anti-CD3. Las células fueron analizadas sin
estimular (O) o estimuladas durante 9h en la presencia de anti-CD3 (®) o PMA+ION (). Cuando més de un
experimento fue repetido (normalmente tres veces), se representa la media = SD. La linea discontinua representa

el limite inferior de respuesta al estimulo con anti-CD3 obtenido en las lineas control.
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Seguidamente contrastamos los subgrupos creados en la Figura 1 (Altos (A) y Bajos
(B) respondedores en la induccion de CD154 tras estimulacién con anti-CD3) no
encontrandose diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las comparaciones

realizadas (Figura 13).
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Figura 13.- Mismos datos que en la Figura 12, agrupados por el tipo de estimulo. Los pacientes fueron
agrupados como Altos (A) o Bajos respondedores (B) de acuerdo con su respuesta en la induccién de CD154
tras estimulo con anti-CD3 (Fig. 2). La pequefia linea horizontal indica la media estadistica del nimero de
células positivas para cada grupo o subgrupo. La significacion estadistica en todas las comparaciones

realizadas entre grupos y subgrupos era mayor de 0.05.

Por lo tanto, no encontramos diferencias significativas en la induccion de TNF-o
cuando comparamos las lineas 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.
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A continuacion realizamos el mismo estudio de induccién en las células HVS CD4"
para la citocina IFN-y. Como puede observarse en la Figura 14, solamente uno de los
pacientes (NUmero 1) se encontraba por debajo del limite inferior de respuesta al estimulo con
anti-CD3. De nuevo no encontrdbamos diferencias significativas entre el grupo de pacientes y

el de controles.
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Figura 14.- Porcentaje de células HVS CD4" IFN-y positivas en dos individuos normales y 9 pacientes CVID
ordenados de menor a mayor en respuesta a la estimulacion con anti-CD3. Las células fueron analizadas sin
estimular (O) o estimuladas durante 9h en la presencia de anti-CD3 (®) o0 PMA+ION (M). Cuando mas de un
experimento fue repetido (normalmente tres veces), se representa la media + SD. La linea discontinua

representa el limite inferior de respuesta al estimulo con anti-CD3 obtenido en las lineas control.
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Seguidamente contrastamos los subgrupos creados en la Figura 1 (Altos (A) y Bajos
(B) respondedores en la induccion de CD154 tras estimulacién con anti-CD3) no
encontrandose diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las comparaciones

realizadas (Figura 13).
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Figura 15.- Mismos datos que en la Figura 14, agrupados por el tipo de estimulo. Los pacientes fueron
agrupados como Altos (A) o Bajos respondedores (B) de acuerdo con su respuesta en la induccién de CD154 tras
estimulo con anti-CD3 (Fig. 2). La pequefia linea horizontal indica la media estadistica del nimero de células
positivas para cada grupo o subgrupo. La significacion estadistica en todas las comparaciones realizadas

entre grupos y subgrupos era mayor de 0.05 excepto donde se indica (Avs. N, py = 0.004).

Por lo tanto, no encontramos diferencias significativas en la induccion de IFN-y
cuando comparamos las lineas HVS CD4" de los controles sanos y las de los pacientes con
CVID como grupo, pero, inesperadamente, el subgrupo de altos respondedores (A) mostr6 un
induccion de IFN-y via CD3 estadisticamente significativa en comparacion con los normales
(Fig. 15).
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Induccidn de citocinas
intracelulares en lineas HVS CD8"

Seguidamente realizamos el mismo estudio y aplicando el mismo criterio en 15 lineas
HVS CD8" de pacientes CVID y en sus respectivos controles pareados en sexo y edad.
Ademas incluimos en el estudio 5 lineas HVS CD8" de pacientes con ALX.

No encontramos diferencias estadisticamente significativas en la induccion en ninguna

de las lineas analizadas como grupo, tal y como puede observarse en la Figura 16.
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Figura 16.- Porcentaje de expresion de diversas citocinas (IL-2, TNF-«, IFN-y) en 15 lineas de pacientes
HVS CD8" (Derecha) y sus respectivos controles (Izquierda). Las células fueron analizadas sin estimular
(O) o estimuladas durante 9h en la presencia de anti-CD3 (®) o PMA+ION (M). Cuando mas de un
experimento fue repetido (normalmente tres veces), se representa la media + SD. La linea sombreada

reprenta los limites superior e inferior de respuesta al estimulo con anti-CD3 obtenido en las lineas control.
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Para saber si el defecto visto en la induccion de CD154 tras la estimulacion con anti-
CD3 en las lineas CVID HVS CD4" era especifico de linaje, agrupamos las lineas disponibles
CVID HVS CDS8" de los pacientes definidos y agrupados como Altos (A) y Bajos (B)
respondedores en la Figura 1. Ademas incluimos, también como control, 5 lineas de células T
transformadas ALX HVS CD8", puesto que a pesar de compartir el mismo cuadro clinico y
tratamiento que la CVID, el origen genético de la enfermedad, mutaciones en el gen que
codifica para la tirosin cinasa Btk, es especifico de células B. Como puede verse en la Figura

13, no existen diferencias estadisticamente significativas entre ningin grupo o subgrupo

establecido.
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Figura 17 Mismos datos que en la Figura 14 y los obtenidos en las lineas de 5 pacientes con ALX, agrupados
por el tipo de estimulo. Los pacientes fueron agrupados como Altos (A) o Bajos respondedores (B) de acuerdo
con su respuesta en la induccién de CD154 tras estimulo con anti-CD3 (Fig. 2). La linea horizontal indica la
media del nimero de células positivas para cada grupo o subgrupo. Las diferencias estadisticamente
significativas en todas las comparaciones entre los grupos y subgrupos dentro de cada estimulo era mayor
que 0.05.

Por lo tanto no existen defectos de induccion de IL-2 en las lineas CVID HVS CD8"
comparadas con los controles, con los ALX, y ni siquiera en aquellas lineas cuyas células
CD8" transformadas del mismo paciente presentaban defectos de induccion de CD154 y de
IL-2. El tratamiento con gammaglobulina intravenosa de estos pacientes no interfiere en los

resultados descritos.
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Con el mismo criterio que en el caso anterior, agrupamos los pacientes y evaluamos la

induccion de TNF-a en las lineas HVS CD8".
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Figura 18.- Mismos datos que en la Figura 14 y los obtenidos en las lineas de 5 pacientes con ALX,

agrupados por el tipo de estimulo. Los pacientes fueron agrupados como Altos (A) o Bajos respondedores

(B) de acuerdo con su respuesta en la induccion de CD154 tras estimulo con anti-CD3 (Fig. 2). La linea

horizontal indica la media del nimero de células positivas para cada grupo o subgrupo. Las diferencias

estadisticamente significativas en todas las comparaciones entre los grupos y subgrupos dentro de cada

estimulo era mayor que 0.05.

Consecuentemente, no existen defectos de induccion de TNF-a en las lineas CVID

HVS CD8" , ni como grupo ni entre los subgrupos creados, cuando se comparan con los

controles o con los ALX.
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Repetimos lo mismo para evaluar la induccion de IFN-y en las lineas HVS CD8".
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Figura 19.- Mismos datos que en la Figura 14 y los obtenidos en las lineas de 5 pacientes con ALX,
agrupados por el tipo de estimulo. Los pacientes fueron agrupados como Altos (A) o Bajos respondedores
(B) de acuerdo con su respuesta en la induccion de CD154 tras estimulo con anti-CD3 (Fig. 2). La linea
horizontal indica la media del nimero de células positivas para cada grupo o subgrupo. Las diferencias
estadisticamente significativas en todas las comparaciones entre los grupos y subgrupos dentro de cada

estimulo era mayor que 0.05.

Consecuentemente, no existen defectos de induccién de IFN-y en las lineas CVID
HVS CD8" , ni como grupo ni entre los subgrupos creados, cuando se comparan con los
controles o con los ALX, ni siquiera en aquellas lineas cuyas células CD4" transformadas del

mismo paciente presentaban elevada induccion de IFN-y.
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Discusion

La Inmunodeficiencia Comun 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
reduccion 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, malabsorcion 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 varian; por ejemplo, una actividad T supresora excesiva,
un déficit de la actividad T cooperadora, defectos intrinsecos de la funcién 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 antibioticos para tratar cada

infeccion.

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 identificacion. Varios trabajos previos sugieren que un subgrupo
de pacientes incluidos bajo el paraguas clinico /inmunolégico de la CVID tienen algin grado
de disfuncion en las células T [14-26], que puede reflejarse en una deprimida o inadecuada
cooperacion con las células B provocando un fracaso en su activacion y por tanto, en la

apropiada diferenciacion hacia células plasmaticas productoras de anticuerpos.

Ademas, algunos casos de pacientes clasificados como CVID han resultado ser una
Hiper-IgM ligada al cromosoma X (2) o un sindrome linfoproliferativo (XLP) (27), que son
defectos congenitos de células T. Por lo tanto, bajo el fenotipo CVID no solo puede haber
otros defectos cuyo defecto primario estd bien establecido, sino también esconder otras

alteraciones de linfocitos T todavia no clarificadas.

Con la intencion de investigar si tales defectos putativos eran intrinsicos a las células
T, o por el contrario secundarios a una distribucién de subpoblaciones T, a infecciones

recurrentes o al tratamiento con inmunoglobulina intravenosa, hemos usado el Herpesvirus
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saimiri (HVS) para la transformacion 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. Inmortalizacién de linfocitos T de CVID con HVS: el modelo vale

En este trabajo se han utilizado por primera vez lineas de linfocitos T transformadas
con HVS para el estudio de la inmunodeficiencia comdn variable y se ha demostrado que las
células transformadas preservan defectos intrinsecos especificos de linaje. De hecho, este
modelo podria ser utilizado para estudios posteriores de otros sindromes, que por sus
caracteristicas clinicas han sido mal diagnosticados como CVID y definitivamente son
defectos de células T, como en el caso del sindrome linfoproliferativo (Deficiencia de SAP) o
el sindrome de Hiper-lgM (Deficiencia de CD40L). Del mismo modo, las células
transformadas con HVS de enfermos con CVID podrian utilizarse para el estudio de los
distintos eventos, fosforilacion y desfosforilacion de proteinas, que tienen lugar en las células

tras distintos estimulos.

El Herpesvirus saimiri es un virus de la familia de los herpesvirus capaz de
transformar linfocitos T con receptor TCR/CD3 del tipo aff (Biesinger et al., 1992) y yd
(Yasukawa et al., 1995). Este virus, de forma analoga al EBV, infecta células T humanas, sin
destruirlas, e induce en ellas modificaciones a nivel del control de su ciclo celular que
suponen, en ultima instancia, la inmortalizacion de las células infectadas (Meinl y cols 1995).
Las lineas T generadas se mantienen estables en su crecimiento durante largos periodos de
tiempo (nuestro grupo continda trabajando con células HVS inmortalizadas hace 6 afios) y
constituyen un muy buen modelo para el estudio de la fisiopatologia del linfocito T. Con todo,
el modelo HVS no deja de ser una aproximacion de laboratorio a la célula T, de modo que la
informacidn que deriva del trabajo con lineas 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 especifico de
células T, ya que el virus puede infectar, aunque no transformar otros tipos celulares. Sin
embargo si parece necesaria la presencia del complejo TCR/CD3 para que se inmortalicen los

linfocitos, ya que solo se inmortalizan los que poseen el receptor (a3 0 yd) y de hecho, tras la
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exposicion al HVS de precursores timicos CD34" se inmortalizaron sélo células off o ¥,
aungue se observo una poblacion de células T inmaduras, con expresion reducida del TCR,
que no se inmortalizé (Pacheco-Castro y cols 1996). Como hace el HVS para inmortalizar las
células T que infecta es un mecanismo que se desconoce, aunque los mejores candidatos
inductores de la inmortalizacion son las proteinas virales Stp C y Tip - las Unicas proteinas
virales producidas (Biesinger y cols 1995 y Fickenscher y cols 1996)-. La proteina Stp C
interacciona con el protooncogén Ras, un importante regulador de la activacion de la célula T,
mientras que Tip se asocia con la proteina tirosina quinasa Ick, fundamental en la activacion
de la célula T, a nivel del timo y en periferia. Ambas proteinas se encuentran, por tanto,
asociadas a otras que participan directamente en la cascada de activacion originada por el
propio complejo TCR/CD3 (quiza sea esta la causa de la necesidad del complejo TCR/CD3
en la inmortalizacién de células T). Por ello los analisis funcionales de las lineas HVS han
tener en cuenta que quiza las etapas iniciales de muchos mecanismos sefializadores esenciales
en la célula T se encuentren "alteradas”. No obstante, los resultados obtenidos hasta ahora no
sugieren que estas proteinas interfieran con el funcionamiento de la célula T mucho maés alla
de la "mera inmortalizacion”, y parece que los resultados de este tipo de estudios son

comparables a los obtenidos con las mismas células antes de la transformacion.

Desde el punto de vista fenotipico, las lineas HVS parecen comportarse como lineas
de linfocitos T maduros y activados, y conservan los principales marcadores tipicos de células

T (ver Introduccion).

Todos los estudios realizados anteriormente con linfocitos T inmortalizados con HVS
han demostrado que estas células preservan, en general, las caracteristicas fenotipicas,
funcionales y bioguimicas de las células originales (PBL). Este modelo se ha utilizado
anteriormente para el estudio de multiples inmunodeficiencias como la deficiencia de CD3y
(Rodriguez-Gallego et al., 1996), deficiencia de MHC de clase Il (Alvarez-Zapata et al.,
1997), deficiencia de CD95 (Broker et al., 1997), sindrome 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 tardios que se producen tras la activacion del
linfocito T (fosforilacion de proteinas, movilizacion de calcio intracelular, sintesis de
citocinas, induccién de marcadores de activacion, proliferacion celular, actividad citotdxica,

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. Ademas del estudio de los procesos que intervienen en la
activacion del linfocito T, las lineas HVS se han utilizado para el estudio de apoptosis en
linfocitos T (Kraft et al. 1998), observandose que la muerte por apoptosis via CD95L es
similar en las lineas transformadas con HVS y en las lineas parentales. Estos datos previos,
nos permiten concluir que, las caracteristicas funcionales observadas en las distintas lineas
CVID son vélidas y que debemos buscar una explicacion a las discrepancias observadas entre

nuestro modelo y los datos en PBL.

Por Gltimo, es importante mencionar que las lineas 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 linea, y en consecuencia el mayor o menor repertorio V3 en ella

representado.

3. ¢Ventaja selectiva de las subpoblacion CD4?

Hasta la fecha la mayoria de los experimentos disefiados para el estudio funcional de
los linfocitos T se han realizado directamente en linfocitos T aislados de sangre periférica o en
lineas PHA, con la consiguiente limitacién de la muestra. EI hecho de haber generado por
primera vez lineas estables de linfocitos T de enfermos con CVID nos ha permitido
desarrollar, sin ninguna limitacion de muestra, experimentos para el estudio de la funcién de
estas células, a nivel de los procesos que llevan a la activacién temprana de los linfocitos T
(induccidn de proteinas de activacion o induccion de citocinas), necesarios para una correcta
cooperaciéon con los linfocitos B. Nuestros datos y los datos fenotipicos, funcionales y
bioquimicos previos descritos en células y lineas de pacientes con CVID, nos dan la
oportunidad de especular sobre posibles defectos congénitos o intrinsecos en las

subpoblaciones de linfocitos T CD4" y CD8" de estos enfermos.

Un primer e inesperado hallazgo fue la elevada proporcion de lineas de células T
CD4" de pacientes CVID transformadas obtenidas, en comparacion con los controles o con
otras inmunodeficiencias congénitas con defectos de produccion 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 Unicas que transforma
este virus. También se desconoce el proceso por el cual el Herpesvirus saimiri induce la
transformacion de los linfocitos T. El hecho que, por primera vez, se hayan generado lineas
celulares estables de linfocitos T de enfermos con CVID transformadas con Herpesvirus
saimiri nos permite concluir que los posibles defectos congeénitos o intrinsecos adn no
establecidos como causantes de la enfermedad no son imprescindibles para la transformacion

de estas células por el virus.

El mecanismo para la transformacion 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 interaccion autocrina CD2/CD58, nuestros resultados sugieren que una significativa
proporcion de pacientes CVID tienen una alteracion intrinseca en la sefializacion (o estado de
activacion)que afecta a la eficiencia de transformacion, en uno de los dos linajes. Defectos de
sefializacion 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-
especificas en la distribucion de subpoblaciones de linfocitos T CD4" y/o CD8", algunos de
los cuales pueden ser mas susceptibles a la transformacion inducida por HVS. Tales
diferencias (cuantitativas) también han sido descritas previamente por otros autores [14,15,
17, 25].

La baja eficiencia de transformacion del HVS (estimada en 0.5-1 en 10° células [40])
puede cuestionar cuan representativas son nuestras lineas 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 transformacion del
EBV es significativamente mayor (cerca de 1 in 10? [43]). En cualquier caso, tales lineas de
células B CVID, preservan muchos caracteristicas fenotipicas y funcionales de los linfocitos
B frescos, sugiriendo la existencia de defectos intrinsecos y/o congénitos especificos de
células B (8) en algunos pacientes CVID. Por lo tanto, la baja eficiencia de transformacion del
HVS no deberia ser un obstéculo si los defectos especificos de la célula T son congénitos (10)
o0 intrinsecos (13-26). Esto ha sido demostrado previamente en varias inmunodeficiencias

congeénitas, cuyas células HVS transformadas preservan las caracteristicas de los linfocitos T
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primarios (33-38). Colectivamente, nuestros datos negativos apoyan la idea de que la mayoria
de linfocitos T de CVID no tienen defectos congénitos o intrinsecos en la funciones
exploradas y por lo tanto, estos casos de CVID no se explicarian por una inmunodeficiencias
especifica de células T. En cualquier caso, una significativa fraccion de los individuos
estudiados mostraron defectos funcionales que parecen intrinsecos a pesar de la baja

eficiencia de transformacioén.

Por lo tanto, es una caracteristica especifica de CVID que revela una ventaja de las
células CD4" (o una desventaja de las células CD8") tras la exposicion a HVS.

4 Un subgrupo de pacientes presentan defectos de induccién en CD154

En general, el analisis funcional de las lineas puras de linfocitos T transformadas de
pacientes con CVID para la generacién de moléculas de superficie relevantes (CD154) o
solubles (IL-2, TNF-a, IFN-y) para la cooperacion con las células B, no mostraron diferencias

estadisticamente significativas cuando se compararon con los controles.

En cualquier caso, al ser la CVID una enfermedad tan heterogénea [2] puede incluir
varios sindromes con una etiopatogenia diferente, como se ha descrito previamente [5-8, 12,
16-25]. Con un acercamiento similar, hemos identificado una subpoblacion significativa de
pacientes CVID (cerca del 50% y denominados B de bajos respondedores en la induccién de
CD154 tras estimulo con anti-CD3) con una selectiva e intrinseca incapacidad por parte de las
células T de generar tanto sefiales de cooperacion de superficie (CD154, Fig. 1) y solubles
(IL-2, Fig. 9), que pueden ser relevantes para la funcion de linfocitos B.

El defecto era selectivo porque no afectaba a otras moléculas de superficie analizadas
(CD69, Fig. 7) o moléculas solubles (TNF-a, IFN-y, Figs. 12 y 13) en las células CD4"
transformadas, y tampoco lo hacia a las mismas moléculas analizadas (CD154, IL-2) en las
lineas CD8" de los mismos pacientes (Figs. 5y 15). Ademas, el defecto era intrinseco porque
se encontrd repetidamente en cultivos de larga duracién de células puras transformadas, que
pueden ser ahora utilizadas para una posterior caracterizacion de los defectos primarios en las

lineas especificas, como por ejemplo, las células CD4" del paciente nimero 1.
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Algunos estudios previos han descrito una baja induccién de CD154 en PBL
estimuladas de un significativo grupo de pacientes CVID [18], mientras otros han descrito
defectos en la produccion de IL-2 [41]. Ahora nosotros mostramos que realmente ambos
defectos pueden estar intrinsicamente asociados en una amplia fraccion 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-y.

Otros autores han descrito elevada sintesis de IFN-y por células T primarias CVID [42].

Por lo tanto, es posible que una anormalidad intrinseca en algunos pacientes CVID
(subgrupo B) impidan una correcta cooperacién con las células B, mientras que otros
pacientes CVID (subgrupo A) tal cooperacion esté disponible, pero en la direccion incorrecta
(por ejemplo, Thl), desviando el sistema lejos de un perfil de secrecién de citocinas Th2

necesario para la produccion de anticuerpos.

Pueden existir un variable nimero de defectos subyacentes que sean los responsables
de una incorrecta expresion de CD154. El defecto de induccion de esta molécula puede ser
resultado de una incorrecta transcripcion del gen o debido a inestabilidad del mensajero, que
dependiendo de la extension del defecto primario, puede afectar la expresion de una o mas
citocinas u otras moléculas de activacion. La hipdtesis de variables defectos en las células T
estd apoyado por los descubrimientos de que los linfocitos activados de la mayoria de
pacientes CVID evaluados tienen deprimida la produccion de una o mas citocinas
caracteristicas de células T. Una mayor evidencia viene aportada por la disminuida
produccion de IL2 correlaciona significativamente con la expresion de CD154, que todos los
pacientes con multiples deficiencias de citocinas exhiben disminuida expresion de CD154
también, La asociacion de IL-2 y CD154 expresion del gen sugiere que estos dos genes
pueden compartir factores reguladores de la transcripcion que pueden ser disfuncionales en un

subgrupo de pacientes, predominantemente en la subpoblacion CD4*
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5 No existen defectos intrinsecos en las células HVS CD8"

En contraste con algunos trabajos anteriores que describian defectos funcionales en
células CD8" de pacientes CVID [20, 25, 26, 42], nuestros datos descartan un defecto
intrinseco en el linaje CD8" para la generacion de factores de cooperacion con las células B
tanto de membrana (CD154, CD69) como solubles (IL-2, TNF-a, IFN-y) (Figs. 5-7 y 17-19
4). En cualquier caso, no podemos excluir defectos secundarios o cuantitativos en celulas T

primarias, como se explica mas arriba.
Se requieren estudios posteriores para explorar los mecanismos implicados en la

disfunciones intrinsecas descritas aqui, y su relevancia para la funcion de células B de

pacientes CVID.
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Conclusiones

1. El Herpesvirus saimiri es capaz de transformar linfocitos T CD4+ y

CDB8+ de enfermos con inmunodeficiencia comdn variable (CVID).

2. Las células de los enfermos CVID generan significativamente mas
lineas 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
induccion de moléculas de activacién (CD154, CD69) ni en la induccion de
citocinas (IL-2 TNF-a, IFN-y) entre los pacientes y los controles, con ninguno

de los estimulos utilizados.

4. Si bien como grupo no existen diferencias significativas entre las dos
poblaciones, con ninguno de los estimulos utilizados, existe un subgrupo de
pacientes CD4 positivos con un defecto intrinseco en la induccion de CD154 y

de IL-2 tras estimulacion con anti-CD3.

5. Destaca la variabilidad de expresion existente en los pacientes y la

aparicion de defectos individuales.

6. Las lineas transformadas pueden ayudar a caracterizar el defecto

intrinseco descrito.
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Analisis funcionales

Recientemente se han publicado varios trabajos relacionados con la interaccion T-B

que profundizan en la cooperacion 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
produccion de 1gG. Células CD134-transfectadas + PBMC estimuladas con PWM, produce
un aumento de la produccién de IgG de una manera dosis dependiente. Células CD134-
transfectadas + células B estimuladas con SAC/IL2 no produce ni IgG ni proliferacion.
CD134-transfectadas + células B estimuladas con SAC/IL2 + anti CD40 o IL4 o IL10
aumenta produccion de 1gG pero no de la proliferacion. Solo aparece un pequefio aumento de
células plasmaticas, lo que significa que el aumento de produccion de inmunoglobulinas es
debido al aumento de la tasa de sintesis individual. Ellos proponen un modelo de la

interaccion T-B que seria el siguiente:

CD40/CD154 (Temprana). Estimula la expansién clonal de células B antigeno especificas y e
induce el cambio de isotipo

CD27/CD70 (Intermedia) continta la proliferacion y puede ser importante en la induccion de
la diferenciacion a células plasmaticas después de la expansién clonal inducida por
CD154/CDA40.

CD134L/CD134 (Tardia) Aumenta la produccion de células plasmaticas en la presencia de
IL-4 o0 IL-10.

Brouet, J. C et al (Eur. J. Immunol. 2000. 30: 2516-2520) miran la expresion de CD70
(ligando de CD27), miembro de la familia de TNFR, en células T activadas de 14 pacientes
CVID en que la expresion 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 correlacién con la poblacion B de memoria.

Estamos en disposicion de analizar la expresion e induccion de estas moléculas en las

lineas HV'S generadas
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Analisis bioquimicos

Boncristiano, M. (Eur. J. Immunol. 2000. 30: 2632-2638) describen un defecto en el
reclutamiento de ZAP-70 en pacientes CVID que previamente habian descrito con defectos en
la fosforilacion total de células T. Sin embargo, no detectan mutaciones en ZAP-70 y no
puede mirar £ porque no tienen células. Lck parece la primera candidata pero no existen
defectos. Otros factores como su asociacion a CD4 o su localizacion en balsas lipidicas (rafts)
no esta afectada. Otro candidato es CD45, tirosin fosfatasa que regula Lck. La expresion es
normal en estos pacientes pero no descartan un defecto en la actividad reguladora. Puede que
la regulacion de Lck sea correcta pero la generacion de p23¢ en células normales T requiere la
accion combinada de Lck y otra PTK como Fyn. Como la generacion de p21¢, precursor de
p23¢, es funcional, esto sugiere que la regulacion de la cascada de fosforilacion en el ITAM

de la cadena £ debe conseguirse por el reclutamiento secuencial de otras PTK.
Estamos en disposicion de seguir avanzando por esta linea (fosforilacion total y

especifica de distintas proteinas implicadas en la activacion de la célula T), puesto que no

tenemos problemas de células.
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INMORTALIZACION CON HERPESVIRUS SAIMIRI DE LINFOCITOS T
DE PACIENTES CON INMUNODEFICIENCIA COMUN VARIABLE
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Eil término Inmunodeficiencia Conuin Variable
{IDCV) describe un sindrome, todavia incompletamente
definido, caracterizado por una produccion defectitosa de
anticuerpos. Se han postulado defectos primarios en el
complejo principal de histocompatibilidad, en células B y
en células T. La reciente descripcion de la HiperlgM liga-
da al X como un defecto de CD154 (CD40L), que es una
molécula de linfocitos T, ha reavivado el papel de estos
iiltimos en la IDCV. En el presente trabajo inmortaliza-
mos linfocitos T de 38 pacientes con IDCV y sus respec-
tivos controles sanos utilizando Herpesvirus saimiri. Se
obtuvieron 14 lineas CD4+, 97 lineas CD8+ y 2 lineas
TCRYS+CD4-CDS-. El nimero de lineas CD4+ obtenido
en pacientes con IDCV (en ausencia de PHA) resultd ser
significativamente superior al de sus controles (47% vs
8%, p<0.01), lo cual puede ser debido a una mayor acti-
vacion in vive, quizd por las repetidas infecciones que
padecen. Se demostrd, asimismo, que el andlisis de la
induccion de CD154 (CD40L) en las células inmortaliza-
das es posible, y que los 4 pacientes analizados (dos
CD8+ y dos CD4+) no mostraron diferencias significati-
vas con respecto a los controles. Por lo tanto, concluimos
que la inmortalizacidn de linfocitos T pacientes con
IDCV utilizando H. saimiri, puede ser un modelo il
para preservar o descartar los defectos funcionales de
dicho linaje.

Palabras clave: CD1i54. salniir,
Inmortalizacién, Inmunodeficiencia Comin Variable
(IDCV). Linfocitos T.
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HERPESVIRUS SAIMIRI-IMMORTALIZED T
CELLS FROM PATIENTS WITH COMMON
VARIABLE IMMUNODEFICIENCY

The term Common Variable Immunodeficiency
(CVID) is used to describe an incompletely defined syn-
drome characterized by defective antibody formation.
Intrinsic MHC, B and ‘T cells defects have been reported.
The recent description of X-linked hyper IgM syndrome
as a T cell (CD154) defect, has rekindled the discussion
about the role of these cells in CVID. We have immorta-
lized T cells from 38 CVID patients and his respective
healthy controls using Herpesvirus saimiri, We have
obtained 14 CD4+ cell lines, 97 CD8+ cell lines and 2
TCRY3+CD4-CD8- cell lines. The number of CVID
CD4+ T cell lines obtained was significantly higher than
that of normal controls (47% vs 8%, p<0.01) possibly due
to the higher activation in vivo of the former, caused by
recurrent infections. Likewise, we have demonstrated that
it is possible to induce CD154 on these cells, althought
we did not find significant differences between the analy-
zed CVID cells (two CD8+ and two CIDx4+ cell lines) and
normals. Therefore, we conclude that H. saimirf immor-
talization of CVID T cells may be useful as a model to
preserve or rule out functional T cell defects.

Key words: CD154. Common Variable Immunodeficiency
(CVID). Herpesvirus saimire, Immortalization. T cells.

Abreviaturas: FCS (Fetal Calf Serum): Suero de ternera
fetal. HTLV-I (Humar T Lymphocyte Virus type I): Virus
de los linfocitos T humanos tipo 1. HVS: Herpesvirus sai-
miri. IDCV: Inmunodeficiencia Comtn Variable. MHC:
Complejo principal de Histocompatibilidad. PHA: fitohe-
maglutinina. PMA: éster de forbol. TCR (T cell receptor):
Receptor de Ja célula T,
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INTRODUCCION

La Inmunodeficiencia Comiin Variable (IDCV) es una
hipogammaglobulinemia heterogénea, generalmente G y A,
pero a menudo también M, de etiologia desconocida,
(Figura I). La primera manifestacién clinica, en la mayorfa
de los casos, son las infecciones sinopulmonares recurrentes
(otitis media, sinusitis, bronquitis y neumonias}, provocadas
por bacterias piégenas y con una presentacion de tipo créni-
ca mds que aguda o diseminada . A diferencia de los pacien-
tes con enfermedad de Bruton (Agammaglobulinemia ligada
al cromosoma X o deficiencia de btk), existe una alta inci-
dencia de infecciones y/o alteraciones gastrointestinales,
granulomas y autoinmunidad %

Se han posiulado defectos primarios en células T, en
células B y en el MHC **. Lo mds probable es que la
IDCV agrupe varios sindromes. El reciente hallazgo de
que otra inmunodeficiencia cldsicamente atribuida a los
linfocitos B como la hiper-IgM ligada al X, haya resulta-
do ser debida a mutaciones en CD40L (CDD154) 3, que es
una molécula de Ios linfocitos T, ha reavivado la polémica
del papel de las células T en la IDCV 4. Diferentes estudios
han descrito defectos en la distribucién de subpoblaciones
y en la funcidn ™* de los linfocitos T en al menos una frac-
cién de los pacientes con IDCV. Varias subpoblaciones
{CD4+, CD8+) * y moléculas de membrana (CD2, CD3,
TCR, CD40L...) *° se han visto implicadas en los defectos
funcionales y también algunas citocinas (JL2, IL4, IFNYy,
TNFo) "' (Fig. ). En algunos casos, sin embargo, el
defecto se achacaba a los monocitos ®. Es probable que
entre los pacientes con IDCV con defectos en los linfoci-
tos T de sangre periférica, haya dos grupos: pacientes con
defectos primarios y estables de los linfocitos T y pacien-
tes con defectos secundarios. Desgraciadamente, cada
paciente es probablemente tnico, la disponibilidad de san-
gre es limitada (lo que impide hacer estudios bioquimicos)
y los estudios comparativos son por ello muy dificiles.

Hasta ahora los estudios celulares que implicaban el
trabajo con células T humanas se llevaban a cabo utilizan-
de linfocitos primarios, o lineas celulares de linfocitos T
dependientes de IL-2 y a menudo, también de yeestimuia-
ciones semanales con células alogénicas, Este sistema es,
sin embargo, limitado, ya que la vida media de estas 1ine-
as celulares no es muy larga y el ndmero de células que se
obtiene siempre es finito. La inmortalizacién de linfocitos
T con el retrovirus HTLV-1 eliminaba estos problemas ",
pero tenfa en cambio, un gran inconveniente: tras una pri-
mera fase [L-2-dependiente, los linfocites T se hacen inde-
pendientes de esta citocina y pierden ef receptor clonotipi-
co, haciéndolos indtiles para el andlisis funcional especifi-
co. Otro problema afiadido es que el HTLV-1 sélo es capaz.
de inmortalizar linfocitos T CD4. Sin embargo, reciente-
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Figura 1. Muoduracion normal (arriba) y deficiente
(IDCYV, abajo) del linfocito B. Para que se produzca la
diferenciacidn de una célula B madura hasta célula
plasmdtica secretora de anticuerpos y para que se pro-
duzca el cambio de isotipo es necesaria la cooperacidn
con una célula T mediante contactos celulares y/o facto-
res solubles. La mayoria de pacientes con IDCV tienen
células B maduras. Sin embargo, la mayoria presentan
hipogammaglobulinemia, por lo que es posible que exista
un defecto en la cooperacion T-B, que les impida diferen-
ciarse hasta célula plasmdtica o cambiar de isotipo.

mente se ha descrito la posibilidad de inmortalizar linfoci-
tos T CD4 y CD8 usando Herpesvirus saimiri {HVS) ',
Las lineas celulares asi generadas son también dependien-
tes de 1L-2 pero, a diferencia de las no inmortalizadas, cre-
cen indefinidamente, lo que supone una evidente ventaja
con respecto a las lineas de crecimiento limitado. Ademds,
conservan el TCR y su capacidad funcional ''". En parti-
cular, se ha descrito que las lineas celulares HVS son poli-
clonales ' y preservan, cuando existen, los defectos origi-
nales intrinsecos o congénitos de los linfocitos T 23,
permitiendo su posterior caracterizacidn bioquimica.
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. «~En el:presente trabajo nos hemos propuesto generar
y caracterizar lineas inmortalizadas de linfocitos T de
enfermos con IDCV, para preservar como modelos in
vitro, o descartar, los posibles defectos funcionales de
dicho linaje. '

MATERIALES Y METODOS

Sujetos de estudio. Un total de 38 pacientes, 17
mujeres y 21 hombres (rango de edades = 11-62, media =
31,2 + 14y diagnosticados con IDCV y 38 donantes sanos de
edades similares fueron incluidos en el estudio. Se incluyd
en el grupo a todos aquellos pacientes de acuerdo con el cri-
terio diagndstico del grupo de expertos en inmunodeficie-
cias primarias de la Organizacién Mundial de la Salud #.

Inmortalizacion de linfocitos T. La inmortalizacidn
de linfocitos T con HVS, se llevd a cabo segin el procedi-
miento habitual 7 (Figura 2). Brevemente, las células fue-
ron purificadas {dfa 0) de sangre periférica en un gradien-
te de Ficoll (Lymphoprep, Nyegaard, Noruega), con el
consentimiento debidamente informado de los donantes
sanos o de los pacientes, y aprovechando las extracciones
programadas a las que de todos modos deben someterse.
Las ¢élulas aisladas se resuspendieron en una mezcla (pro-

porcién 1:1).de dos medios de cultivo, medio CG (Serotec, .
Oxford, UK) y medio RPMI (Biowhittaker), suplementa-
do con 10% de FCS, 1% de glutamina (Biowhittaker), 1%
antibidtico, y 1% de PHA (Difco), se ajustaron a una con-
centracion de 2x10° células/ml, y se cultivaron en placas
de cultivo ‘de 24 pocillos con fondo plano (Costar,
Cambridge, MA, USA). A dia 0 los linfocitos fueron esti-
mulados con 40 Ul/ml de IL.2 humana recombinante (rIL2,
donada por Hoffman LaRoche), con o sin 1% de PHA para
estimular la inmortalizacién de linfocitos CD8+ o CD4+,
respectivamente, y expuestos una unica vez al sobrena-
dante de HVS, obtenido como se indica més abajo, en una
proporeién 1:1, ajustando el cultivo a una concentracién
celular de 1x1(¥ células/m] en placas de 24 pocillos. Las
células se mantuvieron en estas condiciones durante 3-4
dias, A partir de entonces los cultivos se cambiaron 2
veces por semana afiadiendo 40 U.I/ml. de rIL-2, pero no
PHA. La concentracién celular del cultivo se mantuvo

sobre 1-2x10% célutas/ml, duplicindose cuando era nece-

sario. En todos los casos se cultivaron en paralelo, como
control, células sin infectar, Criterios de inmortalizacién:

1) tiempo de doblaje del cultive, 2) morfologia linfobléds-

tica de las células T infectadas y 3) muerte de las c€lulas

no infectadas.

Figura 2. Inmortalizacion con Herpesvirus saimiri Tras aislar los linfocitos de sangre periférica, se pone en contac-
to el virus con las células, una tinica vez, en ausencia o presencia de PHA y con IL2 para estimular la inmortalizacion.
de células CD4 o CD8, respectivamente. {Ver Materiales y métodos).
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.-Tabla 1. Lineas inmortalizadas con HVS

PHA IDCyY CONTROLES
- - 29 : 30
+ 36 37
Total 65 67

Generacién de sobrenadante infectivo. Para gene-
rar el sobrenadante de HVS se infectaron células OMK
confluentes {fibroblastos de rifién de mono, susceptibles
de ser lisados por el HVS) -crecidas previamente en medio
MEM (Gibco BRL) con 20% FCS, 1% Gln y 1% antibio-
tico- con un medio que va contenia el virus (amablemente
cedido por B. Fleckenstein, Erlangen, Alemania), mante-
niéndose el cultivo de estas células -medio BME (Eagie)
(Gibco}, supiementado con 209% FCS, 1% Gln y 1% anti-
bidtico-, hasta que se observd que la monocapa confluen-
te estaba completamente lisada. El sobrenadante del culti-
vo, rico en particulas virales, fue utilizado como fuente de
HVS en sucesivas infecciones, tanto de linfocitos T como
de células OMK, en el caso de que fuera necesario gene-
rar més sobrenadante. El sobrenandante se conservd a 4°C
un maximo de 6 meses,

Inmunoftuorescencia y citometria de flujo. El pro-
cedimiento de marcaje con monoclonales fue el habitual.
Las células se lavaron dos veces con PBS con 1% de FCS,

se resuspendieron a una concentracién de 10¢células/ml y .
se dispensaron 100 mi de esta suspensién en cada uno de
los pocillos de una placa de 96 (Costar) con fondoen V. A
continuacidn -se centrifugé 8 minutos a 1.200 rpm y 4°C,
se decantd el sobrenadante, se resuspendieron las células,
se afiadieron las cantidades correspondientes de cada anti-
cuerpo monoclonal marcando directamente (CD3/Leu 4,
Becton Dickinson, M, View, CA, CD4/CD8 Caltag, San
Francisco, CA) y se incubé la placa durante 30 minutos, en
oscuridad y a 4°C, tras los cuales se centrifugd y se lavé
con PBS con 1% de FCS. Las células que resultaron ser
CD4-CD8- se tifieron con un anticuerpo monoclonal anti-
TCRyYS (Caltag).

La cuantificacidn del marcaje de superficie se rea-
lizG por citometria de flujo en un citémetro EPICS ELITE
{Coulter, Hialeah, FL). Las células se seleccionaron por
criterios de tamafio/complejidad para eliminar las no via-
bles, analizdndose al menos 10.000 células por muestra.
Los resultados se representaron en histogramas cuyas abs-
cisas representan intensidad de fluorescencia en una esca-
la logaritmica, y las ordenadas representan el nimero de
células en unidades arbitrarias. Las células que presenta-
ban intensidades de fluorescencia por encima del lifmite
superior de la distribucién del control negativo (un anti-
cuerpo irrelevante) se consideraron como positivas.

Induccién de CD154 (CD40L). Para realizar los
andlisis de induccién de CD154 de las células transforma-
das con HVS, éstas se mantuvieron previamente en medio
sin 1IL2 durante 7 dias para llevarlas al estado de reposo.

Tabla 2. Andlisis fenotipico de las lineas HVS obtenidas

PHA  Fenotipo IDCV Controles P
n %o n %
CD4 10 47.1 2 7.7 0.01
CD3 10 47.1 23 88.5 0.0t
4] 1 4.8 1 3.8 NS®
CD4 2 6 0 0 NS*®
+
CD8 31 94 33 100 NS®
o 0 0 0 0 -
Total 54 59

a Todas las lineas analizadas eran CD3+. b No significativo
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, Figura 3. Curva de creci-
Lt - miento de las lineas de un

N2 de células

""" ; ety et individue IDCV (RAL) y

o~ s bs % su control (CTRAL) en

.. - presencia o ausencia de
sobrenadante HVS. La
grdfica representa el
niimero total de células
{en escala logaritmica);
extrapolando la tasa de
crecimiento cuando las =
variaciones del cultivo lo
requerian {congelacidn o
utilizacion de células en
experimentos), frente al
nimero de semanas desde

Semanas

Posteriormente se resuspendieron en medic CG-RPMI sin
rIL2 a una concentracién de 500.000 células/ml, se afia-
dieron 200 ml de la suspensidn celular en placas de 96
pocillos en fondo en U en ausencia o presencia de anti-
cuerpo anti-CD3 (I0T3b, Immunotech, Marsella, Francia)
inmovilizado ¢ de 10 ng/ml del éster de forbol, PMA
(Sigma, St. Louis, MO, USA) + 750 ng/ml de ionomicina
(Sigma, St. Louis, MO, USA) y se incubaron durante 6 h
a 37°C. Tras la activacidn, se lavaron las células dos veces
con PBS (centrifugacién a 1.200 rpm, 4°C, 8 min} y se rea-
liz6 la tincién con el anticuerpo anti-CD154 (CD40L
Pharmingen, San Diego, CA) analizdndose posteriormen-
te por citometria de flujo como se indica en el apartado
anterior. Como pardmetro de induccidn se utilizé Ia inten-
sidad de fluorescencia media (mean fluorescence inten-
sity: MFI) del histograma completo. Para inmovilizar el
anti-CD3 se afiadieron 50 ml por pocillo de I0T3b (1
mg/ml) disuelto en Tris 50 mM pHE a partir de una solu-
cién madre a 0,2 mg/ml y se incubd toda una noche a 4°C,
lavando posteriormente con PBS esteril.

RESULTADOS

Obtencion y analisis fenotipico de las lineas HVS.
Se han obtenido 65 lineas de linfocitos T de pacientes con
IDCV transformadas con HVS y 67 lineas de linfocitos T
transformados con HVS de sus respectivos controles sanos
(Tabla I). En todos los casos, las células sin infectar deja-
ron de crecer a los 2-3 meses (Figura 3).

De las 65 lineas generadas de linfocitos T de pacien-
tes con IDCV transformadas con HVS, se han analizado
fenotipicamente, hasta el momento, 54 lineas. 12 eran
CD4+, 41 eran CD8+ (ambas probablemente TCRaf) y 1

la infeccion.

era TCR y8+CD4-CD8- (Tabla 2). La comparacion por-’
centual de las lineas de cada fenotipo obtenidas en IDCV
vs controles sanos reveld que existian diferencias signifi-
cativas en el niimero de lineas CD4 (47.1% vs 7.7%, res-
pectivamente, p<0.01) obtenidas en ausencia de PHA.

Analisis funcional. Se analizé la expresidn basal de
CD154, y su induccién tras activacién con anti-CD3 o
PMA + iondforo, en 4 lineas de pacientes, dos CD8+
(MCC y LGM) y dos CD4+ (MCC y MAI), y- como con-
trol- en 2 lineas de sanos, una CD8+ y otra CD4+. Los
resultados (Tabla 3 y Figura 4) indican, por un lado, que
las lineas CD4+ presentan una mayor expresién basal de
CD154 (70-90%) que los CD8+ (25-40%), sin que existan
diferencias entre los pacientes analizados hasta ahora y [os
controles. Por otro lado, con los estimulos citados no se
encontraron diferencias significativas en la induccidn de
CD154 entre enfermos y controles.

DISCUSION

Los resultados demuestran gue una dnica exposicion
al HVS induce la expansién (probablemente policlonal) *
de linfocitos T (tanto CD4+ o CD8+, como TCRyS+CD4-
CD8-) de pacientes con Inmunodeficiencia Comdn
Variable, durante tiempo indefinido.

Es destacable el hecho de obtener {en ausencia de
PHA) un niimero, significativamente superior al de sus
controles, de lineas CD4+ de pacientes con IDCV (47% vs
6%, <0.01). Para que el virus pueda infectar las células T,
es necesario que éstas se encueniren en estado de activa-
cién; de ahf la necesidad de la estimulacidn inicial simple
{con IL2) o doble (con IL2+PHA). El cuadro de infeccio-
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., ..nes smopuEmonares plogemcas recurrentes que. padecen

estos enfermos, es posible que provoque un estado de pre-
activacién en estas células que favorezca su infeccidn,
hecho que viene apoyado por la descripcién de 1a dismi-
nucidn de subpoblaciones, en sangre periférica, de linfoci-
tos T con fenotipo. CD4+CD45R A+ 2,

El andlisis de la expresién y de la induccién de
CD154 demuestra la utilidad del modelo como estudio
funcional de los procesos de activacién tempranos en la
célula T para caracterizar posibles defectos que pudieran

~afectar in'vivo a la cooperacidn con las células B. Aunque
los niveles de expresién basal de CPD154 en las lineas
generadas son mayores, debido al estado de activacion de
estas células, que los valores habituales de sangre periféri-
ca, tras la estimulacién tanto con anti-CD3 come con
PMA + Ionéforo, son claramente apreciables diferencias
de expresién, sobre todo en el linaje CD8+, que no es ana-
lizable in vivo. Si bien se han descrito defectos en la expre-
sién de CD154 en pacientes con IDCV 6, nuestros resulta-

CD8

N° DE CELULAS

- molécula (como MAI, Tabla 3).

dos preliminares no apoyan:dichos datos; aund
mos descartar que existan pacientes’ dentro
poblacidén con defectos de. expreménlmduccx

Por lo tanto, la posibilidad de mmortahzar los linfo
citos T CD4 y CD8 de pacientes con IDCV utilizando
saimiri, nos permite preservar, donde existan, los defectos
funcionales de dicho linaje como modelos in vitro y'aﬁéli s
zar fenotipica, funcional y bioguimicamente las lineas
inmortalizadas con objeto de diferenciar y caracterizar a los :
pacierites con defectos primarios de los linfocites T, apor-- .7
tando nueva luz a la clasificacién existente 2,
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Figura 4. Expresién e induccion de CD154 (CD40L) en lineas HVS. El histograma gris representa la expresion basal,
el histograma blanco la expresion tras estimular con anti-CD3 y el histograma negro tras estimular con PMA+ION. La
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Tabla 3. Expresién e induccion de CD154 en lineas HVS -

ESTIMULO

FENOTIPO CELULAS Sin estimulo Anti-CD3 PMA+ION

MFI % MEIL Indice* % MFI Indice ® %
CD4 CONTROL® 3.7 76 7.8 2.1 92 6.4 1.7 93
Ch4 IDCV MCCY* 2. 90 124 6.0 90 10.0 4.8 93
CD4 IDCV (MAJ) 7.8 72 9.7 1.2 94 6.3 0.8 91
CDS CONTROL."® 3.1 38 9.8 3.2 62 19.2 6.2 66
CD3 IDCV (MCC)y» 2.2 24 6.0 2.7 42 13.1 6.0 45
CD38 IDCV (L.GM) 22 36 133 6.0 87 . 176 8.0 94

2 Indice de MF1 relativa a la basal. b Véanse histogramas representativos en la Fig. 3
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Fisiopatogenia y bases moleculares de las inmunodeficiencias primarias

Juan Antonio Garcia Cabanillas, Alberto Pacheco, José Ramén Regueiro

- INTRODUCCION

Las inmunodeficiencias humanas son una cate-
. goria heterogénea de enfermedades, que engloba los
. defectos del sistemna inmunitario. Las inmunodeficien-
' cias se clasifican en primarias o congénitas (ID} cuan-
. do la causa es una mutacion 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 (1). Las inmunodeficien-
: cias primarias son muy poco frecuentes, de herencia
 autosomica recesiva (AR) o ligada al cromosoma X
. (LX) y se agrupan de acuerdo con el tipo celular que
se encuentra mas afectado, en su namero y/o en su
| funcion; en alguna de estas deficiencias se conoce el
: gen causante de la enfermedad, aunque hay otras
sin localizacidn genética en la actualidad. Como con-
secuencia de los defectos se producen infecciones
repetidas causadas por protozoos, bacterias, hongos
o virus; el tipo de infeccion observada puede ayudar
. a definir el componente del sistema inmunitario afec-
. tado (cuadro I). Las inmunodeficiencias secundarias
 pueden ser debidas a la administracion de farmacos
inmunosupresores, radioterapia, malnuiricién, enfer-
medades del metabolismo, uremia, deficiencias vita-
minicas, enfermedades malignas, infecciones {virus
de Epstein-Barr), virus de la inmunodeficiencia hu-
mana [VIH), situaciones de estrés (cirugia, poelitrau-
malismos) y alteraciones mentales o psicofunciona-
les (depresidn, esquizofrenia, ete.).

DEFICIENCIAS DE ISOTIPOS DE INMUNOGLOBU-
LINAS {cuadro IT)

1. Agammaglobulinemia lignda al cromosoma X (XLA,
deficiencia de Btk),

Inmunodeficiencia caracterizada por la ausencia o
. profunda disminucion de los niveles de inmunoglobu-
© linas en el suero y del nimero de linfocitos B circulan-
tes (2, 3). La enfermedad tiene una {recuencia de
1:50.000 a 1:100.000 habitantes. El defecto génico
nltimo, localizado en la porcion media del brazo largo
del cromosoma X (Xq21.3-22), radica en un gen que
codifica para una proieina tirosineinasa ubicua deno-
minada Btk (Bruton's agammaglobulinaemia tyrosine
kinase] (4, 5). La carencia de esta proteina, necesaria
.para la expansion de las células B en un punio critico
‘de su maduracion, afecta el desarrolle del linaje B de
“tal forma que aun existiendo células pro-B, hay muy
“pocas células pre-B (con cadena p intracitoplasmati-

Inmunelogia. Facultad de Medicina. Universidad Complu-
. tense de Madrid.

. ca) v éstas son incapaces de diferenciarse hacia célu-

las B maduras, lo que en definitiva implica la ausen-
cia de gammaglobulinas per la falta de células pro-
ductoras de anticuerpos. El desarrollo de los linfoci-
tos T, los monocitos y los granulocitos no se encuen-
tra afectado. Al presentar el defecto genético un ca-
racter recesivo v estar ligado al cromosoma X, las
mujeres portadoras no presentan sintomas clinicos.
Los varones permanecen asintomaticos hasta los 5-
10 meses (mientras se mantiene el aporte de inmuno-
globulinas maternas). Los primeros sintomas consis-
ten en infecciones bacterianas repetidas, otitis, bron-
quitis, neumonia, meningitis, conjuntivitis y ocasio-
nalmente dermatitis y malabsorcion. Pueden desarro-
llar infecciones viricas, como varicela y paperas, € in-
cluso poliomielitis y encefalitis progresiva. Existe una
forma de agammaglobulinemia que se hereda de for-
ma autosomica recesiva en la que cerca de la mitad de
los pacientes tienen mutaciones en el gen de la cade-
na pesada } o en €l gen A5/14.1 y no en el gen de la
Btk (ver cuadro 1§ (8).

2. Hiper-IgM autosémica recesiva
(Ver 7 Hiper-IgM ligada al cromosoma X}

3. Deficiencia de IgA [IgAD)

Es la inmunodeficiencia primaria mas frecuente en
la poblacidon caucasoide (7) (1:700 frente a 1:18.500
en la poblacién japonesa) (8] y se caracteriza por la

_ baja concentracion de IgA en suero (<5 mg/dL). No se

conoce la causa primaria de la deficiencia de IgA, aun-
que se cree gue puede estar relacionada con la inca-
pacidad de los linfocitos B positivos para IgA de dife-
renciarse a células plasmaticas. Los valores de I1gG,
IgM, IgD e IgE son normales o incluso altos, al igual
que el nimero de linfocitos B circulantes. Algunos
pacientes desarrollan también una deficiencia selecti-
va de [gG2 {9). Clinicamente, es posible que los pa-
cientes permanezcan asintomaticos o padezcan infec-
ciones sinopulmonares recurrentes, tanto viricas como
bacterianas, colitis y enteritis. EI hecho de que se ha-
llen asintomaticos puede ser debido al ineremento com-
pensador de IgM en mucosas. Aungue en algunas fa-
milias se ha demostrado herencia autosomica recesi-
va o dominante, Ia mayoria de los casos son de apari-
cién esporadica. Determinados haplotipos de genes del
MHC se asocian con frecuencia a la inmunodeficien-
cia comun variable {CVID} y a la deficiencia de 1gA por
lo que ambas inmunodeficiencias pueden reflejar dis-
tintos aspectos de un mismo mecanismo patogénico
(10). Los pacientes no deben ser tratados con inyec-
ciones de gammaglobulina, ya que estos productos tie-
nen una proporcién muy baja de IgA y, ademas, pue-
den producir sensibilizacion frente a la IgA o bien shock
anafilactico en pacientes previamente sensibilizados
frente a la IgA materna.
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CUADRO 1
INFECCIONES ASOCIADAS A INMUNODEFICIENCIAS
Defecto Patégenos mas asociados Bacterias Protozoos Virus *
Inmunidd innata
.- Fagocitos Bacterias y hongos Staphylococcus X X
(mas que virus y protozoos) Proteus
. Klebsiella
Serratin
Nocardia
Mycobacterium *
Complemento  Bacterias piégenas y hongos ~ Neisseria X — X
{mas que virus y protozoos) Haemophilus
Linfocitos NK  Herpesvirus X X Herpes
Inmunidad especifica
Linfocitos B Bacterias pidgenas y Staphylococcus Giardia Enterovirus
: protozoos extracelulares Haemophilus Cryptosporidium  (polio, echo)
Streptocoecus .
Linfocitos To  Patégenos intracelulares Mycobacterium *  ~ Toxoplasma Citomegalovirus
’ Listeria * Vacuna
Combinadas Streptococcus Herpes
‘ : Parodititis

* Intracelular.

4, Inmunodqﬂaenaa cormun uanable {CVID)

Esta inmunodeficiencia, de etiologia. desconocida,
engloba un grupo heterogéneo de enfermedades cuya
caracteristica comun es ld incapacidad -de producir
anticuerpos por parte de las células B. Es la inmuno-
deficiencia primaria més frecuente después de la IgAD
con una incidencia estimada entre 1:10.000 y
1:50.000. Se han publicade varios estudios sobre la
identificacion del defecto(s} inmunolégico. Sin embar-
go, no se ha podido establecer un patrén lo suficiente-
mente consistente para realizar una clasificacion ade-
cuada {11). La inmunidad mediada por células T se
encuentra afectada en aproximadamente el 30% de
los pacientes, por lo que se ha postulado que el defec-
to primario puede residir en los linfocitos T {12}). Afec-
ta por igual a hombres y mujeres y aunque puede ma-
nifestarse a cualguier edad, hay una mayor inciden-
cia en la segunda y tercera década de vida (13). Al
igual que en todas las inmunodeficiencias primarias
que afectan la inmunidad humoral, la presentacion
clinica de la CVID son infecciones sinopulmonares re-
currentes por bacterias pidgenas. Son frecuentes las
citopenias autoinmunes, alteraciones gastrointestina-
les (enfermedad inflamatoria intestinal, anemia per-
niciosa}, enfermedades autoinmunes {SLE, enferme-
dad de Graves) y existe mayor incidencia de procesos
tumorales {linfomas no Hodgkin). Como era de espe-
rar en un grupo tan heterogéneo de enfermedades, se
han descrito varios patrones de heredabilidad {auto-

‘sin un patréon de herencia claro son los mas fre

mosoma X). En cualquler caso, los casos espora

tes: En multlples familias de varios miembros con'dia
nésticos de CVID e IgAD se heredan a menudo alel
del MHC caracteristicos (14).

5. Deficiencia de subclases de IgG

Se han caracterizado deficiencias selectwas
distintos isotipos de IgG (1. 2, 3, 4). En la mayori d
los casos se desconocce la base molecular, En r as
ocasiones, los genes de las cadenas pesadas est
afectados. Clinicamente, los pacientes sufren in
ciones del tracto respiratorio e infecciones sinop!
monares pidgenas de repeticion. Algunos individu
desarrollan enfermedades autoinmunes, como eb'S
Estas deficiencias de subclases se asocian con ofra
inmunodeficiencias (la deficiencia de IgG2-1gG
asocia con la deficiencia de IgA o con la ataxia- telaﬂ
giectasia).

6. Deficiencia de la cadena «.

Se han descrito dos familias en las que las cade
nas ligeras de sus inmunoglobulinas son unicam
te del tipo A. La formacion de anticuerpos es varia
ble; Tos linfocitos B circulantes son normales exce
por no tener cadenas ligeras x debido a mutacion
puntuales en el gen que codifica para éstas (CI‘O
mosoma 2pl11) (15).




CUADRO 1I
DEFICIENCIAS DE ISOTIPOS DE INMUNOGLOBULINAS

Enfermedad Igs Células B Defecto Diagnostico Disfunciones o consecuencias Herencia
{incidencia) {suero) circulantes primario inmunolégico inmunelégicas/clinicas Cromosoima Tratamiento
Agamrnaglobulinemia Ausencia de los cinco  Ausencia de Mutaciones en Citometria Inadecuada formacién de Ac LX GGI
ligada al X isotipos de Igs células B el gen Btk Niveles de Igs Infecciones piogénicas Xq21.3-3-22
(1:30.000-1:100.000} maduras
HiperigM autosomica [gM e IgD elevada o Solo [gM e IgD Desconocido Citomefria Neutropenia, anemia hemolitica  ? GGl
(<200} normal. Disminucion positivas £CD40? Niveles de Igs Infecciones bacterianas
de 1gG, igAe [gE recurrentes

Deficiencia de IgA Ausencia en sueroy Normal o Desconocido Niveles de IgA Procesos atopicos, tumorales Variable Sintomatico
(1:700) secreciones de [gA disminuido autoinmunes e infecciones

bacterianas recurrentes
Inmunodeficiencia Ausencia o Normal o Desconocido Niveles de Igs Carencia de produccion Variable GGl
comun variable (IDCV) disminucién de igs disminuido de Ac especificos :
(1:10.000-1:50.000) Infecciones bacterianas
Deficiencia de Ausencia de las Normal o Desconocido Niveles de IgG Infecciones bacterianas AR GGI
subciases de IgG distintas subclases inmaduras recurrentes 14q32.3

de IgG
Deficiencia de Ig (x) disminuida Normal o Mutaciones Niveles de [gG Infecciones bacterianas AR GGl
la cadena disminuidas puntuaies recurrentes ! 2pll
las x positivas {2p11}
Agammglobulinemia Ausencia de los cinco Ausencia Mutacioén Niveles de IgG Inadecuada formacion de Ac AR GGl
autosdmica recesiva isotipos de Igs de células B enelgenp Infecciones piogénicas 14
maduras (o 25.14)




CUADRO III

DEFICIENCIAS DE LINFOCITOS T Y COMBINADAS

Enfermedad igs Células B Células T Defecto Diagngostico Disfunciones o consecuencias Herencia
{incidencia) {suerc) circulantes circulantes primario inmunoclégico inmuniologicas/ clinicas Cromosoma Tratamiento
Meléculas HLA {células presentadoras de antigeno)
Deficiencia de HLA [ Nermal Normal CD8 disminuida, TAP2 Citemetria Ausencia de la expresion de HLA I AR Trasplante de
{SCID} {1) CD4t/CD8* Disminucion de la actividad NK. 6p2l.3 medula osea
aumentadas Infecciones bacterfanas y,
a veces, viricas recurrentes,
Deficiencia de HLA II Normal ¢ Normal CD4 disminuidas  RFX5 Citometria Ausencia de la expresion de HLAIL AR Trasplante de
(SCID) {50} disminuidas RFAP Respuesta humoral y celular disminuida 1921 medula 6sea
CIITA Infecciones recurrentes 13
16p13.1-2
Activacion/Diferenciacion
Deficiencias de CD3 (3)  Normal Normal Disminuidas CD3y Citometria Baja expresion del complejo TCR/CD3 AR Antibiéticos
CD3e y de la funcién de linfocitos T I
Infecciones recurrentes
Deficiencia de ZAP 70 Normal Normal CD8 disminuida, ZAP70 Citometria Ausencia de células T CD8", AR Trasplante de
(SCID) {10} CD4 normal Respuesta a ma! funcionamiento de las CD4* 2q12 medula 6sea
mitogenos Infecciones recurrentes de origen virico,
bacteriano y fungico
Deficiencia de IL2-Ry Disminuidas Normal ¢ Disminuidas Cadena ¥ del Citometria Funcitn disminuida de linfocitos Ty NK LX Trasplante de
(SCID ligada al X} aumentadas receptor Respuesta a Infecclones recurrentes Xql13.1-13.3  medula dsea
{1/600.000) de la1l-2,4 mitogenos i
7.9y15
Deficiencia de {L2-Ra Normal Normal Disminuidas Cadena o del Citometria Inflamacion Trasplante de
(CDR25} receptor Infiltracién linfoide medula dsea
de la IL-2 [CD25)
Deficiencia de Jak3 Disminuidas Normal o Disminuidas Jak3 Citometria Funcién disminulda de linfocitos Ty NK AR Trasplante de
(SCID) {1) aumentadas Infecciones recurrentes 19p13.1 medula 6sea
Hiper 1gM ligada al IgMe IgD Sélo Normales CD154 Citometria Neutropenia, anemia hemolitica LX GGl
cromosoma X {200) elevadas. Otras  [gM e [gD (CD40L) Niveles de Igs Infecciones bacterianas recurrentes Xq26-27
disminuidas positivas
Deficiencia de CD95 (3} Aumentadas Aumentadas Aumentadas la CDo5 Citometria Ausericia de la expresién de la proteina CD95, 7
Policlonales poblacion TeRop Apoptesis disminucién de la apoptosis,
Ch4-/CD& linfoproliferaciéon, neuiropenia

. Anemia hemolitica, trombocitopenia




Viene de Ia pdgina anterior.

Sindrome de DiGeorge Disminuida o Nermal Ausentes Delecion en Citometria Ausencia de timo, malformaciones congénitas AR Trasplante de
{1/70.000) normal 22qll Respuesta a Infecciones recurrentes, hipoparatiroidismo,  AD timo fetal
mitégenos retraso en el crecimiente LX
Sindrome de Wiskott- IgM disminuida  Normal o Disminuidos WASP Igs Defectos en la funicidn de células B LX
Aldrich IgA e igE disminuida  Reduecidn Citometria Trombocitopenia, eccema cutédneo e ¥pl11.22-11.3 Trasplante de
{SCID) (1/250.000) aumentada progresiva de CD4 Hemograma infecciones piogénicas recurrentes medula osea
1gG normal
Disgenesia reticular Ausentes Ausentes Ausentes Desconecido  Citomelria Ausencia del linaje linfoide y mieloide, AR Trasplante de
(SCID) Mitégenos ausencia de funcidn celular y humeral medula dsea
Igs Infecciones recurrentes viricas, ’
bacterianas y fiingicas
Sindrome Disminuidas CD8 aumentada,  SAP [CD1506 Infeccion letal por EBY X GGl
linfoproliferativo CD4 disminuida SLAM-assoe. Linfomas Xq26 Esteroides
ligado al X protein) Baja preduccion de INF-y
{1-2/millén)
Metabolismo del ADN
Deficiencia de PNP Normal o Normat Namero muy bajo  PNP Citometria Disminucién de la respuesta a mitogenos AR Trasplante de
(SCID) {50) disminuidas Mitdgenos Infecciones recurrentes 14913.1 medula dsea
Determinacién  Ausencia de la actividad enzimatica de la . Terapia génica
enziméatica PNP, baja concentracién de dcido tirice en
sangre y orina,
Deficiencia de ADA Disminuidas Disminucién  Disminucion ‘ ADA Citometria Funcion de linfocitos T y B disminuida. AR Trasplante de
(SCID} progresiva progresiva Mitogenos Infecciones de tedo tipo, ausencia de la 20q13-ter medula dsea
Determinacién  enzima ADA ADA purificada
enzimatica . Terapia génica
i
Deficiencia de RAG1/2,  Disminuidas Ausencia Nimero muy bajo  RAGL, RAG2  Citometria AR Trasplante de
{sco) (2) {1gG, IgA) 11p12-13 medula 6sea
Sindrome de Omenn Disminuidas Disminuide  Oligoclonal RAGL, RAGZ  Citometria Timo hipoplasico AR Trasplante de
igE aumentada parcial Mitégenos Eosinofilia 11 medula ésea
Igs
Ataxia-telangiectasia 1gG2 disminuida Normal Reducida poblacién  ATM Citometria Funcién celular y humoral defectuosa. AR Trasplante de
(3CID) CD4* Respuesta a Defecto celular en la reparacion del ADN 1ig23.1 timo fetal
{1/40.000) mitdgenos Concentracion elevada de alfafetoproteina
Sindrome de Nijmegen  Normal Disminuida  Disminuida NBS! PCR Funcién eelular defectuosa. AR

{deficiencia de nibrinal

Defecto celular en la reparacion del ADN
Microcefalia
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INNATAS

w IFN-y Linfoclto T
NK

Mycobacteriz ¥ NI IFN—’Y R

Céilula dendritica
Macrdfago

ADAPTATIVAS

Citocinas

Linfocito T

Precursor
de linfocito T
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Figura 1.— Las inmunodeficiencias primarias pueden afectar tanto ala inmunidad innata (deficiencia del
receptor de IFNy, deficiencia de 1a IL12 o de su receptor {ver cuadro IV), como a la adaptativa {deficien
cias de CD2 o de HLA, deficiencia de ZAP 70, Hiper-1gM ligadas a X (deficiencia de CD40L). deficiencia de
i, deficiencia de la cadena y del receptor de IL2, deficiencia de Jak3 (ver cuadro III). Las moléculas:
afectadas se indican con un aspa. :
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. [NMUNODEFICIENCIAS DE LINFOCITOS T Y COM-
BINADAS (T-B) (cuadro IHI)

1. Deficiencia de HLA de clase ] .

_ Durante el proceso normal de preseniacion de
" antigenos intracelulares a las células T CD8, las célu-
- las presentadoras degradan el antigeno en el citoplas-
' ma y los fragmentos resultantes son transportados
hasta el reticulo endoplasmico. En este transporte in-
terviene el heterodimero TAP (proteina transportado-
ra asociada al procesamiento de antigeno}, formado
por dos subunidades TAP1/TAP2. Mutaciones en el
gen que codifica para la proteina TAP2 originan la au-
sencia de este complejo transportador y, como conse-
" cuencia, la falta de las moléculas HLA de clase [ en la
superficie celular (16). El namero de células CD8 se
halla disminuido (como consecuencia de la falta de
seleccion timica), aunque su actividad citotoxica es nor-
mal; por el contrario, la poblacién de células NK se
encuentra en niveles normales, pero es afuncional.

2. Deficiencia de HL.A de clase Il

Inmunodeficiencia autosémica recesiva debidaa un
defecto en la expresién de las moléculas HLA de clase
I (DP, DQ. DR) en las células presentadoras de
antigeno, y por tanto, una disminucion de las respues-
tas celular y humoral. Esta inmunodeficiencia combi-
nada, de alta mortalidad, estd causada por un defecto
en la presentacion de antigeno a los linfocitos CD4+,
cuyo nimero se encuentra drasticamente reducido
- como consecuencia de la ausencia de seleceidn timica.
. Se han localizado tres defectos genéticos causantes
de esta enfermedad y ambos afectan a proteinas
reguladoras de la transcripcion de los genes HLA de
clase II: RFX5 (factor regulador X5), en el cromosoma
1 {1q21), RFXAP (proteina asociada al factor regula-
dor X), en el cromosoma 13 y ClITA {transactivador de
clase I1), en el cromosoma 16 (16p13.1-2), las cuales
en condiciones normales se unen a secuencias de ADN
conservadas localizadas en la region promotora de €s-
tos genes {17).

3. Deficiencias de CD3

Sen inmunodeficiencias caracterizadas por una
disminucion en el numero de linfocitos T asociado a
un defecto de expresion y de funcion del receptor de la
célula T (complejo TcR/CD3). Se han descrito muta-
ciones en los genes que codifican para las cadenas
CD3vy CD3¢ en el cromosoma 11 (figura 1). Las con-
secuencias clinicas de las deficiencias de CD3 son muy
variables. Se han descrito 3 pacientes con defecto de
CD3y(18, 19), uno de ellos presentd sintomas caracte-
risticos de inmunodeficiencia combinada grave (SCID)
y murié a temprana edad, mientras que los otros pa-
clentes se marntienen sanos en la actualidad. En el
caso de la deficiencia (parcial) de CD:3e, el tnico indi-
viduo afecto descrito hasta la actualidad muestra sin-
tomas leves de infecciones respiratorias {20).

4. Deficiencia de ZAP-70

Inmunedeficiencia caracterizada por infecciones
recurrentes de origen virico, bacteriano o fingico. Se
han descrito menos de 10 casos. El defecto se encuen-
ira en el gen que codifica para la proteina tirosincinasa
asoclada a la cadena zeta {{) del complejo TcR/CD3 y
denominada ZAP-70 (cromosoma 2). Estos pacientes
carecen de linfocitos T CD8+. El nimero de células T
CD4+ se encuentra dentro de los valores normales,
aunque las células no son funcionales. Este hecho
sugiere que ZAP-70 estd relacionada con la seleccién
timica de las células CD8, y que también cumple una
funcion importante en la transducciéon de senal del
linfocito T CD4+ (21,722).

5. Deficiencias de IL-2Ry

Es la SCID mas frecuente (30-60% del total) se he-
reda ligada al cromosoma X (Xq13.1-13.3) y el defecto
altimo se debe a mutaciones del gen de la cadena v del
receptor de 1a IL2, cadena que forma parte también de
los receptores para otras citocinas (al menos los de IL-
4,1L-7, IL-9 e 1L.-15) {figura 1). La falta de esta cadena
conlleva la ausencia del receptor de alta afinidad para
IL2 (formado en condiciones normales por las cade-
nas «, By 7 lo que da lugar a una alteracion de las
funciones ejercidas normalmente por dicha citocina:
proliferacion y expansion clonal de células T CD4,
maduracion de linfocitos CD8, maduracién timica de
linfocitos T, activacién de células NK y proliferacion
de células B, entre otras {23).

Recientemente ha sido descrita una nueva inmu-
nodeficiencia como consecuencia de una mutacion en
el gen que codifica para la cadena o del receptor de
IL2 {CD25). Se caracteriza por disminucion de células
T en sangre periférica, proliferacién anormal pero de-
sarrollo normal de células B y un infiltrado linfocitico
de tejidos (pulmén, higado, rinén, intestino, hueso)
acompanado de atrofia tisular e inflamacién (24).

6. Deficiencia de Jak-3

Asociada con la cadena vy del receptor de la IL2 se
encuentra una proteina tirosincinasa denominada Jak-
3, involucrada en la transmision de la senal de activa-
cién mediada por dicho receptor. Recientemente se han
deserito individuos con mutaciones en el gen que ¢o-
difica para la citada proteincinasa, cuyas manifesta-
ciones clinicas son similares a las de los pacientes con
deficiencias de IL-2R (25).

7. Hiper-IgM ligada al cromosoma X

Es una enfermedad que se caracteriza por valores
medios o altos de IgM e [gD, asaciados con una defi-
ciencia de IgA, 1gG e IgE. E1 70% de los casos se here-
dan ligados al cromosoma Xy los restantes de forma
autosdémica recesiva. En la forma ligada al X el defec-
to genético esta localizado en el gen que codifica la
molécula de superficie CD154 (CD40L) {26). CD154
es una proteina codificada en el cromosoma X (Xg26)
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que se encuentra en los linfocitos T CD4+ activados,
los monocitos, los mastocitos, los eosinofilos y los
basofilos. Actia como ligando de otra molécula de
- superficie del linfocito B, que es la CD40 (figura 1).
. Esta interaccion, junto con citocinas liberadas desde
.. la célula T activada, es esencial para que se produz-
.~ ca el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas y,
.. por tanto, para que la célula B productora de IgM
pase a producir IgG o IgA. En la mayoria de los casos
no hay expresion de CD154 en los linfocitos T de es-
tos pacientes. En otros se expresa una proteina trun-
cada (mutante no funcional} y estos pacientes pre-
sentan una clinica menos severa.

8. Deficiencia de CD95 (déficit de Apol/Fas)

_ Inmunadeficiencia caracterizada por alteraciones
fenotipicas o funcionales de la proteina CD95, origi-
nada por la existencia de mutaciones puntuales en €l
gen que codifica para dicha proteina, La ausencia o
-, disfuncién de CD95 impide la muerte celular progra-
i- mada (apoptosis), desarrollada normalmente en el timo
y en sangre periférica, lo que origina en estos enfer-
- mos linfocitosis, aumento de células dobles negativas
(TeRaf+CD4-CD8-} en sangre periférica (de hasta el
70 %) y una supervivencia anormalmente prolongada
de células B (27},

9. Aplasia congénita del timo {Sindrome de Di George].

Malformacion congénita de los érganos derivados
. de la tercera y cuarta bolsa faringeas, lo que implica
~ una ausencia o hipoplasia de las glandulas paratiroi-
deas y del timo. Los nifos afectados también presen-
tan anomalias congénitas cardiacas. Otras caracteris-
ticas clinicas son la presencia de rasgos faciales tipi-
cos, alteraciones funcionales y defectos renales, Se
presenta invariablemente una hipocalcemia neonatal
y tétanos por la aplasia de las glandulas paratiroideas.
La magnitud de las malformaciones es variable. Casi
todos los pacientes (80-90%) presentan deleciones en
el cromosoma 22 {(22q11-ter) (28). La ausencia de timo
provoca la ausencia, o una gran reduceidn, tanto en et
namero como en la funcion de los linfocitos T. Los
pacientes que sobreviven el periodo neonatal desarro-
llan infecciones recurrentes o cronicas, tanto bacte-
rianas como viricas. A medida que estos ninos crecen,
la funcién linfocitica T mejora o permanece estable
con el tiempo. Entre los nifos que sobreviven, son co-
munes los problemas leves de aprendizaje, voz hiper-
nasal, y alteraciones en el lenguaje expresivo, aunque
hay pocos datos al respecto.

10. Sindrome de Wislkott-Aldrich (deficiencia de WASF)

Es una enfermedad ligada al cromosoma X, carac-
terizada por trombopenia, eccema e infecciones pioge-
nas recurrentes. Con respecto a las caracteristicas
inmunologicas, se producen anormalidades tanto en
la inmunidad humoral como en la celular. El timo y
los nédulos linfaticos tienen una estructura anormal,
con una pobre formacion de foliculos y peca diferen-
ciacion corticomedular. Hay una reduccion progresiva

. presion y de funcion de ciertas moléculas d

tante del namero de linfocitos T {prine
los CD4+) como de Ia respuesta proliferat
nos. Recientemente se ha identificado el'g
de la enfermedad, el WASP. El producto proteie
ficado por el gen tiene 501 aminoicides: ez
prolinas y se desconoce actualmente su i1
que parece desempefnar un importante p
activacion linfocitaria y de plaquetas. La
dria actuar como factor transcripcional,
ligando de otras proteinas que intervienen en
duccion de senales en el interior celular. I
pacientes se observan defectos de glicosilacis

na de los linfocitos T, entre las que dests
También se observan defectos en la morfolo;
linfocitos T por lo que es posible que este ge
paz de regular la arquiteciura celular interac
con otras proteinas {29). .

11. Disgenesia reficular

Es una de las SCID mas graves, de herencis
soémica recesiva, caracterizada por la total du
de neutréfilos, linfocitos (T, B y NK), monocito
quetas, por lo que el defecto genético parec
trarse en el proceso de diferenciacion de los lin;
linfoide y mieloide a partir de las células proge
pluripotenciales de la medula 6sea (30). | ©

drome de Duncan)

Esta enfermedad vuelve a los individuos
cionalmente susceptibles a la infeccion por.
de Epstein-Barr (EBV] que puede cursar cof
mononucleosis infecciosa letal, 2) mononucleo
fecciosa asociada a linfoma, 3} mononucleosi
closa asociada a inmunodeficiencia o como 4]
ma. Muy recientemente se ha publicado un:r
en el que se identifica a la proteina SAP (SLAM-
ciated protein), especifica de células T, como ¢
ducto del gen alterado en el XLP. SAP se asociair
celularmente a SLAM (Signalling Lymphocyte 4
tion Molecule o CDw150), que es una proteina de
perficie que interviene en la cooperacion T/
tanto, una defectuosa transduccion de la sefalind
cida por la interaccion SLAM/SAP puede ser la fe
ponsable de la deficiente respuesta por parte de
linfocitos T para eliminar células B infectadas p
virus de Epstein-Barr (31} '

13. Sindrome de Omenn

Es una rara enfermedad autosdmica recesiva,
racterizada por inmunodeficiencia y eosinofili
pacientes desarrollan desde los primeros meses de.
eritrodermia difusa, alopecia, paguidermia, dsa
incoercible, retraso en el crecimiento e infecclones g
ves. El timo se encuentra hipoplasico y sin diferenct
cion linfoide. Es caracteristica la infiltracion de li
citos T en la piel, desarrollando reacciones autoinift
nes dirigidas contra antigenos epiteliales. La pob
cion de linfocitos T es oligoclonal, con subpoblaciont

prea
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predominantes (CD4+, CD8+, CD4-CD8), segun los
individuos, y con marcadores de activacion celular
(CD25, DR). El numero de linfocitos B estd muy dis-
minuido. La respuesta proliferativa es normal o se
encuentra liferamente disminuida, pero no es adecua-
da a los antigenos. Los niveles de todas las inmunog-
Iobulinas se'encuentran disminuidos, salvo los de IgE,
que se encuentran muy elevados.

La identificacién de mutaciones especificas en los
genes RAG de estos pacientes explica el defecto en la
maduracion tanto de los linfocitos B como T y que el
defecto en la activacion de estos nltimos es secunda-
:rio a un defecto parcial en el proceso de recombina-

cién V (D} J (32).

14. Deficiencia de purina-nucleésido-fosforilasa (PNF)

Esta inmunodeficiencia se caracteriza por un de-
fecto tanto en la funcién como en el niimero de lin-
focitos T causado por una mutacidn genética en la
' purina—nuc}.eésidoiosforilasa (PNP), una enzima del
catabolismo del ADN codificada en el cromosoma 14.
Esta enzima, presente en todas las células de ma-
miferos cataliza la fosforilacién de guanosinas, deoxi-
guanosinas e inosinas. Su deficiencia s€ traduce en
un aumento intracelular en la concentracidén de gua-
nosinas, deoxiguanosinas, guanosina trifosfato (GTP)
y deoxiguanosina trifosfato {dGTF). El dGTP inhibe
la ribonucledsido-trifosfato reductasa, una enzima
gue participa en la sintesis del ADN. Los precurso-
- res de los linfocitos T con estos metabolitos acumu-
- lados son mds vulnerables a la desiruccidn que otras
- células. Porlo tanto, los pacientes con deficiencia
: de PNP tienen un numero muy bajo de células T, y
: la respuesta proliferativa a mitdogenos estd muy dis-
minuida (33).

. 15. Deficiencia de adenosindesaminasa (ADA)

Inmunodeficiencia combinada severa originada
por mutaciones en los genes que codifican para la
adenosin-desaminasa. La inmunodeficiencia se pro-
duce por una acumulacion de metabolitos que son
© toxicos para los linfocitos Ty B {34). La ADA, que se
: presenta en todas las células de mamiferos, cataliza
la desaminacién de adenosina y deoxiadenosina. La
: deficiencia de ADA provoca un aumento de las con-
© centraciones intracetulares de adenosina, deoxiade-
. nosina, adenosina trifosfato (ATP), deoxiadenosi-tri-
‘ fosfato {(dATP} v S-adenosil homocisteina. La dATP
inhibe la ribonucieosido-difosfato-reductasa, una
. enzima implicada en la sintesis de ADN. La adenosi-
na inhibe la sadenosii-homocisteina-hidrolasa, una
enzima que participa en la metilacién del ADN de-
" pendientle de S-adenosilmetionina. La acumulacién
de estos metabolitos en los precursores de los linfo-
: citos T v B, les hace ser mas vulnerables que otras
. células. La ADA es relativamente abundante en el
tejido tinfoide y estd presente en grandes concen-
_traciones en el timo. El gen que codifica para la ADA
 ha sido localizado en el cromosoma 20 ¢13-ter y co-

difica una cadena polipeptidica nica de 363 ami-
noacidos. En casi todos los casos de deficiencia de
ADA, el mRNA se encuentra en cantidades norma-
fes 0 aumentadas. Se hereda de forma autosdmica
recesiva. La deficiencia de ADA ha sido tratada sa-
tisfactoriamente con trasplante de medula dsea o con
transfusiones intravenosas de ADA conjugada a po-
lietilenglicol. Recientemente, vectores de retrovirus
que contienen el cADN para €l ADA han sido trans-
fectados en células de medula 6sea, lograndose co-
rregir la inmunodeficiencia. La deficiencia de ADA
fue la primera enfermedad en la que se ensayo en
células este ultimo tratamiento (35).

16. Defictencia de RAG] o RAG2

Es una SCID, de herencia autosomica recesiva,
caracterizada por la ausencia de linfocitos B. El defec-
to genético se debe a mutaciones en los genes de acti-
vacion de la recombinacion (RAG1 y RAG2). Estos genes
son esenciales para el reordenamiento de los segmen-
tos V, D y J de los genes de las inmunocglobulinas, y
del receptor para antigeno de la célula T (TcR). Los
individuos afectados presentan infecciones pidgenas,
debido a la ausencia de células B y a la disminucion
{(variable segiin los enfermos) de las células T. Los
linfocitos WK no estan alterados (36).

17. Ataxia-telangiectasia {deficiencia de ATM]

La ataxia-telangiectasia es un trastorno neuroin-
munoldgico progresivo, de herencia autosémica re-
cesiva, causado por mutaciones en el gen ATM (AT
mutated) situado en el cromosoma 11, que codifica
una proteina que interviene en la transduccién de
senales, regulacion del ciclo celular, reparacion del
ADN y procesos de recombinacion somatica. Los sin-
tomas, que aparecen a partir de los 2 anos, consis-
ten en ataxia cerebelar progresiva, telangiectasia en
ojos y orejas e infecciones sinopulmonares recurren-
tes. La incidencia es de 1:40.000. Los linfocitos su-
fren frecuentemente roturas, inversiones y translo-
caciones en los complejos de genes del TcR y de las
inmunoglobulinas de los cromoescmas 7 y 14 res-
pectivamente, mientras que en los fibroblastos ocu-
rre al azar. Por esto, y aunque no existe un patrén
mmunolagico Gnico, por regla general, los individuos
afectos presentan deficiencias en la funcién de los
linfocitos T y el 40% de los pacientes desarrollan
defectos en la inmunidad humoral, como deficien-
cias IgA o deficiencias de los isotipos 1gG2-1gG4.
Asimismo, el 95 % de los pacientes tienen una con-
centracion elevada de aofetoproteina, que es sinloma
de un defecto de formacion y maduracién de orga-
nos. Ei defecto génico (més de 150 mutaciones iden-
tificadas; todas (nicas) afecta a una proteina que
interviene en la reparacion del ADN, ya que las cé-
lulas de estos enfermos presentan una gran suscep-
tibilidad a las mutaciones provocadas por radiacio-
nes ionizantes. Por esto, el 40% de los pacientes
desarrolla tumores (37).

A A R R
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18. Sindrome de Nijmegen (deficiencia de nibrina)

Los pacientes con este sindrome (42 casos regis-
trados) tienen, al igual que en la AT, una inestabilidad
crormosomica caracterizada por inmunodeficiencia,
sensibilidad a las radiaciones y aumento en el riesgo
de padecer cancer, pero un fenotipe neurolégico dife-

rente (microcefalia con progresiva discapacidad inte- -

lectual). Recientemente ha sido identificado el defecto
primario en el gen denominado NBS1 que codifica para
una proteina llamada nibrina. Aunque su funciéon no
estd del todo esclarecida, se sabe que participa en la
reparacion de roturas del ADN de doble hebrayenla
recombinacién (38}

-INMUNODEFICIENCIAS DE FAGOCITOS

(cuadro IV)

Los fagocitos intervienen fundamentalmente en la
'~ defensa contra bacterias y hongos e incluyen polimor-
fonucleares y células de la serie monocito/macroéfago,
" incluidas las células dendriticas. Por ello, en estas 1D
son frecuentes las infecciones pot bacterias y hongos.
La capacidad microbicida de los fagocitos depende
esencialmente de una adecuada capacidad de extra-
vasacién (neutréfilos) desde la circulacion hacia focos
de datio tisular, de una adecuada respuesta o produc-
cion de citocinas activadoras (IFN-y), de la produccién
de metabolitos toxicos del oxigeno y de la liberacion
del contenido de sus granulos (mieloperoxidasa, elas-
tasa, colagenasa ...).

1. Deficiencia de adhesion leucocitaria (L.AD] o deficien-
cinde CDI8

Es una rara enfermedad autosomica recesiva (hasta
la fecha se han descrito menos de 100 pacientes) ca-
racterizada por infecciones bacterianas y fangicas,
desde las primeras semanas de vida. La enfermedad
suele ser fatal en el primer afo de vida, y los indivi-
duos que sobreviven sufren infecciones recurrentes
necrdticas cutdneas y de tejido subcutaneo, cicatriza-
cion defectuosa (retraso en la caida del corddn umbili-
cal), sinusitis, vaginitis, traqueobronguitis, septicemia,
neumonia y periodontitis y/o gingivitis severas. La
causa de la enfermedad es un defecto genético auto-
somico {cromosoma 21) en la molécula CD18, que for-
ma la cadena § (95 kd) de una serie de moléculas de
superficie (CD11a/CD18, CD11b/CD18 o CR3 ¥
CD11c¢/CP18 o CR4) de fa familia de las B integrinas:
estas proteinas estan encargadas de la union de las
células al endotelio y de la fagocitosis de particulas
recubiertas de complemento {figura 2}. Por ello, en es-
tos pacientes, la mayoria de las funciones de adhesion
y la fagocitosis de bacterias dependiente de C3b estan
disminuidas (39).

2. Enfermedad granulomatoesa cronica (CGD)

Es una rara enfermedad (1:10° de nacimientos) de
herencia autosomica recesiva o ligada al cromosoma

X, originada por un defecto genético que py,
incorrecta produccion del anion superéxido (g
cipal mecanismo microbicida de los fagoci
cientes sufren desde los 2 anos 1nfecc1ones o
organismos habitualmente no patégenios.
positivos) y hongos como Candida. Son frecy;
linfodenopatia, la hepatosplenomegalia, Ia ne
y la formacion de granulomas tisulares. El defee
mario reside en una enzima, la mcotmamxda&
na-dinucledtido-fosfate (NADPH)-oxidasa; g
za la generacién de O, Esta enzima estd ¢
por cuatro subunidades y se han descrito miits
en los genes que codifican para todas ellas: pg:
(codificado €fi ¢l cromosoma Xy responsable’
70% de los casos), p22 phox, p47 phox (casiel
los casos) y p67 phox {en los cromosomas: 1
respectivamente). Como consecuencia de este defeg
los fagocitos son incapaces de destruir las bact
en su interior. Debido al defecto enzimatico, lo
citos de estos pacientes son incapaces de red
azul de tetrazolio (NBT} y presentan valores dis;
dos de quimioluminiscencia, lo que ayuda al’
tico (40). '

3. Deficiencia de glucosa-6-fosfato-deshidrog
(GEPD} (figura 2) :

Es una IDP ligada al cromosoma X, cuyas carac
risticas clinicas son muy similares a las de la‘enf
medad granulomatosa crénica. Se han descrit
200 individuos afectos. El defecto primario se deby
mutaciones en el gen de la glucosa-6- fosfato-
drogenasa, locatizado en ¢l cromosoma X (Xq28) lo tie
causa una deficiente generacién de NADPH, molé
necesaria para la reduccion de la oxidasa de lo
citos. Las Ginicas diferencias con la enfermedad gr
lomatosa crénica consisten en que las manifes
nes clinicas ocurren mas tarde, y que en la deficie
de GBPD los individuos afectos suelen desarrollar an
mia hemolitica (41}, :

4, Deficiencia de mieloperoxidasa (figura 2)

Es la deficiencia enzimatica méas frecuente del s
tema fagocitico (1:2.000 a 1:4.000) y se hereda de
ma autosomica recesiva. El gen de esta proteina {un
de las enzimas mas abundantes de los leucocitos
polimorfonucleares) se localiza en el Cromosom
{17q22-23). La deficiencia puede ser parcial o comp
ta, siendo la susceptibilidad a los procesos infecclo
sos, principaimente infecciones por Candida. varta
La actividad bactericida es normal (produccion? ‘ade
cuada de anion superdxido y H,0,}, pero existe retra
so en la lisis intracetular de rmcroorgamsmos pro
so para el que esta enzima es fundamental {42);

5. Deficiencia del receptor de IFN-y (CI3119}

El IFN-v, citocina producida por linfocitos NKy' Th
es el principal responsable de la activacion de macro
fagos infectados por bacterias intracelulares. RCC}EH
temente se han descrito distintas mmunode!’lcuaﬂCE



CUADRC IV

DEFECTOS CONGENITOS DEL NUMERO y/o FUNCION DE CELULAS FAGOCITICAS

Células Diagnostico Disfunciones o consecuencias Herencia
Enfermedad (incidencia) afectadas Defecto primario inmunolégico inmunoldgicas /clinicas Cromosoma  Tratamiegnio
Defictencia de adhesion N+M+L+NK cD18 Citolisis Ausencia de la proteina CD18, inadecuada AR Antibioticos
iencocitaria (LAD} (< 100) Citometria extravasacién, guimiotaxis, agregacion 21g22.3 Transfusiones
Adherencia celular, fagocitosis, citolisis Ty NK Trasplante de
medula dsea
Enfermedad p91 phox Hipergammaglobulinemia, granulomas, XL Antibidticos
granulomatosa cronica {CGLY ausencia de funcién oxidativa Xp21.1 IFNy
(1:10% Infecciones por patdgenos ‘Transfusiones
* catalasa positivos
Enfermedad N+™M p22 phox NBT 16024
granutematosa ¢rinica p47 phox Quimioluminiscencia 7q11.23
{CGD autosdmica recesival p67 phox 1925
Deficiencia de glucosa & fosfato N+M Glucosa 8-fosfato- NBT Ausencia de funcidn oxidatlva Xi Antibidticos
deshidrogenasa {200) deshidrogenasa Quimtcluminiscencia Granulomas Transfustones
Niveles enzimaticos Anemia hemolitica
Deflcfencia de mieloperoxidasa N Mieloperoxidasa NBT Ausencia de funcién oxidativa AR Antibidticos
(1:2.000 a1:4.000} Quimioluminiscencia infecciones por Candida
Niveles enzimatcos
Deficiencia de IFNyR! N+M+L+NK Cadena « o CD119 Citometria Alteracion de la capacidad bactericida. AR Antibidticos
del IFNYR ausencia de IFNYR, susceptibilidad a 6ql16.21
infecciones micobacterlanas (BCG),
incapacidad de formar granulomas
Clinica similar a la tepra
Deficienicia pareial de IFNyYR1 N+M+L4+NK Cadena o 0 CD119 Citometria Alteracion de la capacidad bactericida, AR Antibidticos
del [FNyR ausencia de [FNYR, susceptibilidad a
infecciones micobacterianas,
capacidad residual de formar granulomas
Clnica similar a la tuberculosis
Deficlencia de IFNyR2 N+M+L+NK Cadena B del Citometria Clinica, inmunologia e histopatologia AR Antibioticos
{de la cadena [} IFNYR similar a la deficiencia de IFNyR1
Deficlencia de 1L12 (p40) N+M+L+NK Subunidad p40 de Citometria Baja produccion de IFNy, susceptibilidad a LAR? IFNy
fa [L12 ELISA infecciones micobacterianas, capacidad JLX? L12
varlable de formar granulomas, clinica Antibloticos
menoes severa que en la deflclencia de IFNyR]
Deficiencia de IL12Rp1 N+M+L+NK Cadena p del Citometria Baja produccion de IFNy, susceptibiiidad a AR IFNy
IL1ZR infecciones micobacterianas, capacidad 19 Antibioticos
variable de formas granulomas, clinica
menos severa que en la deficlencia de IFNyYR1
Sindrome de Chedlak-Higashi N+M+NK Lyst NBT Alteracién de la capacidad AR Antibidticos
(< 100) Quicluminiscencia bactericida/ecitolitica 1g4.3
Citolists Alteraciones en las plaguetas
Infecciones por 5. qureus
Deficiencia de células NK NK Desconocido Citemetria Ausencia de poblaciones NE; Infecciones Antiviricos
viricas (herpes, citomegalovirus, varicela) GGI

N: Neutrdfilos; M: Monocltos/macréfages; L: Linfocitos; NK: Células natural killer.
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Figura 2.— Representacion esquematica de la activacién del macréfago.
El contacto de los patdgenos opsonizados con los receptores de la superficie del macrofago (FeR, CR, LPSR, MR) inidl
fagocitasis, la activacién de la NADPH oxidasa y la desgranulacién. En el interior del fagosoma, los derivados del o

interaccionan con las enzimas de los granulos para la destruccion efectiva de los microorganismos ingeridos. CR = Recepl
para complemento: LPSR = Receptor de lipopolisacéride: MR = Receptor de manosa. En la deficiencia de CD18 faltan algu
CR. Algunas de las reacciones que tlienen lugar en el quemador respiratorio. (1) La senal recibida por un receptor d
membrana plasmatica es transmitida a }a NADPH oxidasa, que convierte el oxigeno molecular (O,) en radical superoxid {0
con ia ayuda del NADPH que procede de la ruta de las pentosas (PMP}. La generacion de NADPH esta alterada en la deficienc
de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD;}. Cuando existen mutaciones en los genes que codifican para cualquiera’
cuatre subunidades que forman esta enzima sobreviene ia enfermedad granulomatosa cronica {ver cuadro V). {2) Ebr
superéxido se reduce espontdneamente en el interior del fagosoma a perdxido de hidrégeno (H,0,). (3] La mieloperaxic
(MPO) descargada en el fagosoma desde los granulos, utiliza el H,0, junto con iones haluro como sustratos y catali
halegenacion de las proteinas bacterianas, con la consiguiente eliminacién de los patdgenos. Mutaciones en el gen que codiff
para la mieloperoxidasa proveca un defecto en la capacidad bactericida (ver cuadro V). {4] El superdxido que escap
fagosoma es reducido hasta perdxido en una reaccion catalizada por la enzima superéxido dismutasa (SOD). (5) El perd
redueido a O, y 1,0 en una reaccion catalizada por la catalasa. Cierta cantidad del O, puede ser reutilizada y convert
nuevo en superéxide. (6) El peréxido oxida al glutation {GSH) en una reaccion catalizada por la glutation peroxidasa (GSH:E
El glutation oxidado (GSSG} es reducido con la ayuda del NADPH y la enzima glutation reductasa (GSSG-RED). (7) El NADE!
proviene de la ruta de las pentosas en la que la glucosa es degradada en moléculas simples. La ruta es estimulada

disponibilidad del NADP+ generado durante el quemador respiratorio en la reaccion catalizada por las enzimas NADPH oxi
vy la glutation reductasa.



CUADRO V
DEFICIENCIAS DEL COMPLEMENTO

Deficiencia Funcion inmune alterada Sintomatologia Herencia Cromosoma Tratamiento
Deficiencias de la via clasica
Clg Sindrome similar al LES, AR 1
Clr enfermedad reumatoide, infecciones AR 12 o
C4 Pobre eliminacioén de inmunocomplejos AR 8 Antibidticos

y bacterias piégenas Sindrome similar al LES, AR 6
C2 vasculitis, poliomiositis
c3 Infecciones piogénicas recurrentes AR 19
Deficiencias de la via alternativa
Factor B Pobre eliminacién de Neisseria Infeccion por Neisseria AR 6 Antibiéticos
Factor D AR ?
Deficiencias de la via litica
C5 Infeccion por Neisseria, LES AR 9
Cc6 AR 5

A Infeccion por Neisseria, LES AR 5
c7 Pobre eliminacién de Neisseria ¢ vasculitis Antibisticos
C8o? inmunocomplejos Infeccién por Neisseria, LES AR 1
Cc88 ’ AR 1
C9 Infeccidn por Neisseria AR 5
Deficiencias de regulacion
Inhibidor C1 Angicedema hereditario AR 11
Cabp Angioedema, ? 1
Sindrome de Behget Administracion de la

CD55 (DAF) i Hemoglebinuria parcxistica nocturna ? 1 proteina purificada
CD59 Activacion excesiva del complemento ? 11 Antifibrinoliticos
Factor 1 infecciones piogénicas recurrentes AR 4 Androgenos
Factor H AR 1
Properdina Infeccidn por Neisseria LX X

1. Ladeficiencia de Clr en [a mayor parte de los casos estd asociada a la deficiencia de Cls. El gen para Cls también estd situade el cromosoma 12 p ter,

2. La deficlencla de CBe estd siempre asociada a la deficiencia de C8y. El gen que codifica para C8y se sittia en el cromosema 9 y es normal a no ser que C8y se una covalentemente a C8a.
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debido a la existencia de mutaciones en los genes que

codifican para el receptor de IFN-y {ver cuadro IV, fi-
gura 2). La deficiencia de este receptor provoca altera-
ciones en la funcionalidad de los fagocitos {imposibili-
dad de formacion adecuada de granulomas, disminu-
cion de la funecién antimicobacteriana). Los individuos
que padecen esta deficiencia presentan, por tanto, una
gran susceptibilidad a infecciones graves por micobac-
terias (43).

6. Deficiencia de IL12 o de su receptor [figura 1)

La IL12, citocina producida por macrifagos y célu-
las dendriticas, regula la produccion de IFN~-y. Ultima-
mente comienzan a describirse nuevas inmunodeficien-
cias tante en la produccion de esta cilocina como en
la expresion de su receptor, lo que se traduce, al igual
que en la deficiencia del receptor de IFN-y, en infeccio-
nes por microorganismos intracelulares. Sin embargo
el tratamiento terapéutico con IFN en estos pacientes
elimina satisfactoriamente el patdgeno (43).

7. Sindrome de Chedialc-Higashi (deficiencia de Lyst)
(CHS)

Es una rara enfermedad autosémica recesiva mul-
tisistémica, caracterizada por infecciones pidgenas re-
currentes, albinismo parcial, infiltracién de linfocitos
no neoplasicos en varios érganos y anormatidades del
SNC. Sélo se han descrito alrededor de 100 casos. Los
leucocitos v las plaquetas de estos pacientes contienen
granulos citoplasmaticos gigantes como consecuencia
de la existencia de mutaciones en el gen que codifica
para la proteina Lyst, involucrada en el transporte liso-
somico. Esto afecta a la capacidad de degranulacion de

los neutréfilos y de los monocitos (causa una disminm- |

cion de la respuesta a infecciones), a los melanocitos
{causa albinismo), a las células del SNC y a las plaque-
tas (alteran el proceso de curacion de heridas). La fun-
cidn de los linfocitos NK se encuentra disminuida, mien-
tras que la formacion de aniones es normal (a diferen-
cia de la enfermedad granulomatosa cronica). Los lin-
focitos T y B, en cambio, son normales. La tasa de
muerte intracelular de microorganismos esta muy re-
ducida (citotoxicidad de neutrdfilos) (44).

8. Deficiencias de linfocitos NK

Aunque hay casos aislados de deficiencias muy
selectivas de linfocitos NK, por lo general las deficien-
cias de estas células se asocian a deficiencias de
fagocitos (como en el sindrome de Chediak-Higashi o
en la deficiencia de adhesion leucocitaria) o de linfocites
T (en algunas SCID). En la vinica deficiencia selectiva
de NK descrita el paciente sufria infecciones repetidas
por virus del grupo herpes (varicela, citomegalovirus y
herpes simple) lo que refuerza la idea de que los
linfocitos NK protegen de los patogenos intracelulares
y complementan a los linfocitos citotéxicos (45).

DEFICIENCIAS DEL COMPLEMENTO [cuéd'

Las deficiencias del complemento ConIIe{r:ah
neas generales, una mayor susceptibilidadia geg
minadas infecciones bacterianas (prmmpalmente
neumococo, H. influenzae y meningococo) y a
sos reumaticos. Se han descrito deficiencias de] ¢q
plemento causadas por casi todos los componentes
factores de la regulacién, asi como de los rec to
del sistema del complemento. Las deficiencias de
componentes de la via clasica (Clq, Clr, Cls}
y C3) estan asociados con enfermedades provocada
por la dificultad de producir la opsonizacion de b
terias pidgenas{infecciones bacterianas como;
gitis, infecciones sinopulmonares) o la eliminacion &
inmunocomplejos (mas del 50 % de los pacien
deficiencias de C2 y C4 tienten LES). Los defectos
los componentes de la via alternativa (Factor 'B )
producen una gran susceptibilidad a las mfeccm
por Neisseria. Los defectos de la via litica (C5, 6,
9} se asocian a enfermedades por inmunocom
y también por Neisseria. Las proteinas regulado
controlan el sistema del complemento, evitando
activacién espontanea y manteniendo el nivel de to-
dos los componerttes que lo forman. Cuando héjr: 1un
deficiencia de alguna de ellas se puede producir iy
consumo continuo de ciertos componentes (las de
ciencias del Factor H o I conllevan un agotamie
del C3). Estas deficiencias se parecen clinicamen
las deficiencias de la via cldsica o litica. En otros.c
sos (deficiencia de €1 inhibidor, C4bp, CD55, CD
se produce una aclivacion masiva del complement
danando los lejidos mas expuestos a los antige
(la piel y las mucosas en los dos primero casos)
simplemente mds sensibles (como los eritrocitos e
las restantes deficiencias, que carecen de otras'm
léculas protectoras). Por altimo, se han descrito de
ciencias en los receptlores de sistema del complem
to, como CR3 y CR4; en estas deficiencias el deféc
de expresion de los receptores es el resultado de un
mutacién en el gen que codifica para la cadena f ¢
una serie de moléculas de adhesion que pertenecerna
la familia de las integrinas. La enfermedad causada
es la deficiencia de adhesion leucocitaria (LAD);
trastorno se debe probablemente a la combinacio
de una disminucion de la fagocitosis de bacteri
dependiente de C3b y una disminucién de la capdc
dad de adherencia de los neutréfilos a los endote
de los tejidos infectados {46).

Agradecimientos

Queremos agradecer a Manuela Beltran V:cente
Noelia Sanchez Sanchez su colaboracion en la elab
racién de los cuadros.



Fisiopatogenia y bases moleculares

121

REFERENCIAS

1. Report of 2 WHO Scientific Group. Primary Immunodefi-
ciency Diseases, Clin Exp Immunol 1998: 112: Suplemen-
to 1. e

2. Bruton OC. Agammaglobulinemia. Pediatrics 1852; 9:
722-727.

3. Bruton OCApt L, Gitlin D, Janeway CA. Absence of serum
gamma globulins. Am J Dis Child 1952; 84: 632-636.

4. Vetrie D, Vorechovsky I, Sideras P, et al. The gene invol-
ved in X-linked agammagiobulinemia is a member of the
Sre family of protein-tyrosine kinases. Nature 1893; 361:
226-233.

5. Tsukadsa S, Saffran DC, Rawlings DJ. et al. Deficient ex-
pression of a B cell cytoplasmic tyrosine kinase in hurman
X-linked agammaglobulinemia. Cell 1993: 72: 279-290.

6. Conley ME. Autosomal recessive agammaglobulinemia.
In: Ochs HD, Smith CIE, Puck JM ed. Primary immuno-
deficiency diseases. New York: Oxford University Press
1999; 285-291.

7.Vyas GN, Perkins HA, Yang YM. Basantani GK. Healthy
blood denors with selective absence of immunoglobulin A:
prevention of anaphylactic transfusion reactions caused
by antibodies to ig A. J Lab Clin Med 1975; 85: 838-842.

8. Kanoh T, Mizumoto T, Yasuda N, et al. Selective [gA defi-
ciency in Japanese blood donors. Frequency and statisti-
cal analysis. Vox Sang 1986: 50: 81-86.

9. Hammarstrém L, Persson MAA, Smith CIE. Immunoglo-
bulin subclass distribution of human anti-carbohydrate
antibodies: aberrant pattern in IgA deficient donors. Im-
murnology 1985; 54: 821-826.

10. Qlerup O, Smith CIE, Bjorkander J, Hammarstrém L.
Shared HLA class Il assoclated genetic susceptibility and
resistance, related to the HLA-DQBL gene, in [gA defi-
ciency and common variable immunedeficiency. Proc Natl
Acad Sci USA 1992; 89: 10653-10657.

1i. Spickety GP, Farrant J, North ME. Zhang J, Morgan L,
Webster ADB. Common variable immunodeficiency; how
many diseases? Immunol. Today 1997; 18: 325-328.

12. Spickett GP, Webster ADB, Farrant J. Cellular abnorma-
lities in common variable immunodeficiency. Immunodef
Rev 1990; 2: 199-212,

.Hermaszewski RA, Webster ADB. Primary hypogammag-
lobulinemia: a survey of clinical manifestations and com-
plications. Q J Med 1993; 86: 31-42.

.Vorechovsky 1, Zetterquist H, Paganeili R, Koskinen 5,
Webster ADB, Bjorkkander J, Smith CIE, Hammarstrom
L. Family and linkage study of selective IgA deficiency
and common variable immunodeficiency. Clin Immunol
1995; 77: 185-192.

. Stavnezer-Nordgren J. Kekish O, Zegers BJ. Molecular

defects in a human immunoglobulin kappa chain defi-

ciency. Science 1985; 230. 458-461.

.De la Salle H, Hanau D, Fricker D, et al. Homozygous

human TAP peptide transporter mutation in HLA class 1

deficiency. Science 1994; 265: 237-241.

.Mach B. Steimle V, Martinez-Soria E, Reith W, Regula-

tion of MHC class 1l genies: Lessons from a disease. Ann

Rev Immunol 1996; 14: 301-331.

. Arnaiz-Villena A, Timén M, Corell A, Pérez Aciego P, Mar-

tin-Villa JM; Regueiro JR, Brief report: primary immuno-

deficienicy caused by mutations in the gene encoding the

CD3-g subunit of the T-lymphocyte receptor. N Engl J

Med 1992 327: 529-533.

.van Tol MJD, Sanal @, Langlois van den Bergh R, et al.

€D3g chain deficiency leads to a celtular immunodefi-

ciency with mild clinical presentation. The Immunclogist

18997 supnol. 1:.41.

20. Soudais C, Villartay JP, Deist FL. Fischer A, Lisowska-
Grospierre B. Independent mutations of the human CD..-
e gene resulting in a T cell receptor/CD3 complex immu-
nodeficiency. Nat Genet 1993, 77-81,

21.Elder ME, Lin D, Clever J, Chan AC, Hope TJ, Weiss A,
Parslow TG. Human severe combined immunodeficiency
due to a defect in ZAP 70, a T cell yrosine kynase. Scien-
ce 1994; 264: 1596-1599.

22, Elder ME, Hope TJ, Parslow TG, Umetsu DT, Wara DW,
Cowan MJ. Severe combined immunodeficiency with ab-
sence of peripheral blood CD8+ T cells due to ZAP-70 de-
ficiency. Cell immunoel 1995; 165: 110-117.

23. Sugamura K, Asao H, Kondo M, et al. The interleukin-2
receptor ychain: its role in the multiple cytokine receptor
complexes and T cell development in XSCID. Ann RevIm-
murnol 1995; 14: 179-205.

24, Sharfe N, Dadi HK, Shahar M, Roifrnan CM. Human im-
mune disorder arising from mutation of the o chain of
the interieukin-2 receptor. Proc Natl Acad Sci 18997; 94:
3168-3171.

25. Macchi P, Villa A, Giliani S, et al. Mutations of Jak-3 gene
in patients with autosomal severe combined immune de-
ficiency (SCID). Nature 1995; 377: 65-68.

26. Di Santo JP, Bonnefoy JY. Gauchat.JF, Fisher A, de Saint
Basile G. Brief report: CD40 ligand mutations in X-linked
immunodeficiency with hyper-IgM. Nature 1993; 361:
541-543,

27. Fisher GH, Rosenberg FJ, Straus SE, et al. Dominant in-
terfering Fas gene mutations impair apoptosis in a hu-
man autcimmune lymphopreliferative syndrome. Cell
1995; 81: 935-946.

28. Driscoll DA, Budarf ML, Emanuel BS. A genetic etiology
for DiGeorge syndrome: consistent deletions and micro-
deletions of 22q1 1. Am J Hum Genet 1992; 50: 924-933.

29.Villa A, Notarangelo L. Macchi P, et al. X-linked thrombe-
cylopenia and Wiskott-Aldrich syndrome are allelic di-
seases with mutations in WASP gene. Nat Genet 1995; 9:
414-417.

30. de Waal OM, Seynhaeve V. Relicular dysgenesia. Lancet
1959; 2: 1123-1125.

31.Sayos J, Wu C, Morra M, et al. The X-linked lymphopro-
liferative-disease gene product SAP regulates signal in-
duced through the co-receptor SLAM. Nature 19928; 395:
462-469.

32.Villa A, Sarnitagata S, Bozzi F, et al. Partial V(D)J recombi-
niation activity leads to Ommen syndrome. Cell 1998; 93:
885-896.

33. Market ML, Finkel BD, McLaughlin TM, et al. Mutations
in the purine nucteoside phosphylase deficiency. Hum
Mutat 1997, 9: 118-121.

34. Giblett ER. Anderson JE, Cohen F, Pollara B, Meuwissen
HJ. Adenosine deaminase deficiency in two patients with
severely impaired cellular immunity. Lancet 1972; 2:
1067-1069,

35, Bordignon C, Notarangelo LD, Nebili N, et al. Gene thera-
py in peripheral blood lymphocytes and bone marrow for
ADA-immunodeficient patients, Science 1995; 270: 470-
475.

36. Schwarz K, Gaus GH, Ludwig L, et al. RAG mutations in
human B-cell negative SCID. Science 1996; 274: 97-99,

37. Gatti RA, Berkel [, Boder E, et al. Localization of an ataxia-
telangiectasia gene to chromosome 11q22-23. Nature
1988; 336: 577-580.

38. Varon R, Vissinga C, Platzer M, et al. Nibrin, a novel DNA
double-stranded break repair protein, is mutated in Nij-
megen breakage syndrome. Cell 1998; 83: 467-476.



122 J.A. Garcia Cabanillas et al.

39, Kishimoto TK, Hollander N, Roberts TM, Anderson DC, 43, Ottenhoff THM, Kumararatne D, Casanova JL. Nové

Springer TA. Heterogeneous mutations of the beta subu- man immunodeficiencies reveal the essential role of fyy
nit common to the LFA-1, Mac-1 and p150,85 glycopro- I cytokines in immunity to intracellular bacteria. Imn‘x
teins cause leukocyte adhesion deficiency. Cell 1987; 50: nolggy Today 1998; 19: 491-494.
. 183-201. ’ 44. Barbosa MDFS, Barrat FJ, Tchernev VT, et al. Ident
40. Smith RM, Curnutte JT. Molecular basis of chronic granu- tion of the homologous beige and Chediak-Higashi's
g lomatous disease. Blood 1991; 77: 673. drome genes. Nature 1996; 382: 262-265. :
41.Roos D, Curnutie. Chronic granulomatous disease. In: 45, Whiteside TL, Herberman RB. Role of natural leer
Ochs HD, Smith CIE, Puck JM eds. Primary immunodefi- in health and disease. Clin Diagn Lab Immunol 1994
ciency diseases. New York: Oxford University Press 1999, 125-133. '
356-374. 46. Sullivan KE, Winkelstein JA. Genetically determin
42.Naussef W, Brigham 5, Cogley M. Hereditary myelope- ficiencies of the complement system. In: Ochs HD, Smy)
roxidase deficiency due to a missense mutation of argini- CIE, Puck JM, eds. Primary immunodeficiency diseas

ne 569 to tryptophan. J Bio Chem 1994: 268: 1212-1216. New York: Oxford University Press 1999; 397-418.




	RESUMEN
	ABREVIATURAS
	INDICE
	INTRODUCCIÓN
	1. LA SINTESIS DE INMUNOGLOBULINAS
	2. LA INMUNODEFICIENCIA COMÚN VARIABLE
	3. HERPESVIRUS SAIMIRI (HVS)

	OBJETIVOS
	MATERIALES Y METODOS
	1. ENFERMOS Y CONTROLES
	2. TRANSFORMACIÓN DE LINFOCITOS T CON HVS
	3. CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA
	4. ANÁLISIS FUNCIONALES

	RESULTADOS
	DISCUSIÓN
	CONCLUSIONES
	PERSPECTIVAS
	BIBLIOGRAFÍA
	ANEXOS



