, , ‘ '.) Check for updates
GACETA MEDICA DE MEXICO

ARTICULO ORIGINAL

Leopoldo Santos-Argumedo,* Laura Berron-Ruiz, Gabriela Lopez-Herrera y

Nidia Carolina Moreno-Corona

Instituto Politécnico Nacional, Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados, Departamento de Biomedicina Molecular, Ciudad de México,
México

Resumen

Antecedentes: Las deficiencias de anticuerpos abarcan un amplio espectro de patologias y constituyen aproximadamente 50
% de las inmunodeficiencias primarias; con la citometria es posible evaluar el estado inmunoldgico de forma rapida, efectiva
y a bajo costo. Objetivo: Evaluar mediante citometria de flujo, las células de pacientes con tres tipos de inmunodeficiencias
primarias humorales. Método: Mediante citometria de flujo se analizaron muestras de sangre de pacientes y sujetos sanos
con distintos anticuerpos monoclonales. Resultados: Mediante diversas tinciones se demostro disminucion severa de linfoci-
tos B en pacientes con agammaglobulinemia ligada al cromosoma X, la falta de expresion de CD154 en pacientes con sin-
drome de hiperinmunoglobulina M y heterogeneidad de subpoblaciones de linfocitos B en pacientes con inmunodeficiencia
comun variable. Conclusion: Con la citometria de flujo es posible realizar el diagndstico temprano de inmunodeficiencias
primarias con un nivel de confianza elevado y, en muchos casos, identificar los genes implicados.

Agammaglobulinemia. Hiperinmunoglobulina M. Inmunodeficiencia comun variable.

Flow-cytometry as an auxiliary in the diagnosis of primary humoral
immunodeficiencies

Abstract

Background: Antibody deficiencies encompass a wide spectrum of pathologies and constitute approximately 50 % of primary
immunodeficiencies; with cytometry, it is possible to evaluate the immune status rapidly, effectively and at low cost. Objective: To
assess, by means of flow cytometry, the cells of patients with three types of primary humoral imnmunodeficiencies. Method: Us-
ing flow cytometry, blood samples from patients and healthy subjects were analyzed with different monoclonal antibodies.
Results: Using various stains, a severe decrease in B lymphocytes was shown in patients with X-linked agammaglobulinemia,
as well as a lack of CD154 expression in patients with hyper-immunoglobulin M syndrome, and heterogeneity of B lymphocyte
subpopulations in patients with common variable immunodeficiency. Conclusion: Flow cytometry enables early diagnosis of
primary immunodeficiencies with a high level of confidence and, in many cases, identification of the genes involved.

Agammaglobulinemia. Hyper-immunoglobulin M. Common variable immunodeficiency.
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Clasificacion de las inmunodeficiencias predominantemente de anticuerpos*

Agammaglobulinemia ligada a Todos los isotipos
cromosoma X disminuidos

Infecciones bacterianas graves.
Ausencia o disminuciéon muy

Ligada al Mutaciones en BTK

cromosoma X

significativa de células B maduras

Agammaglobulinemia Todos los isotipos  Infecciones bacterianas graves. Autosémica Mutaciones en la cadena
autosémica recesiva disminuidos Ausencia o disminucion muy recesiva pesada y, en 15, Iga, Igp
significativa de células B maduras y BLNK
Inmunodeficiencia comdn 1gG, IgA y/o IgM Infecciones bacterianas recurrentes, ~ Variable La mayoria se desconoce;
variable disminuidas algunos pacientes presentan en algunos casos,
autoinmunidad, linfoproliferacion o mutaciones en ICOS,
enfermedad granulomatosa CD19, TACI, BAFF-R
Sindrome de hiper-IgM IgM normal o Infecciones oportunistas, Ligada al Mutaciones en CD154,
elevada con IgA e neutropenia, enfermedades cromosoma X CD40, AICDA, UNG
IgG disminuidas autoinmunes (CD154) o
autosomica
recesiva
Deficiencias de isotipo con Una o méas En algunos casos asintomatica Variable Mutaciones o deleciones
numeros normales de subclases de 0 pueden presentar infecciones en el cromosoma 14932
células B IgGy/oIgAelgE  bacterianas y virales recurrentes o0 en la cadena ligera A
disminuidas
Deficiencia especifica Normales Incapacidad de producir anticuerpos Variable Desconocida
de anticuerpos con contra algunos antigenos especificos.
concentraciones normales de
lgy células B
Hipogammaglobulinemia IgG e IgA Infecciones bacterianas moderadas a Variable Desconocida
transitoria de la infancia disminuidas recurrentes

*Clasificacion modificada de International Union of Immunological Societies Expert Committee on Primary Immunodeficiencies. Notarangelo LD, Fischer A, Geha RS, Casanova JL,
Chapel H, et al. Primary immunodeficiencies: 2009 update. J Allergy Clin Immunol. 2009;124(6):1161-1178.

BTK = tirosina cinasa de Bruton

|ntroducci6n

Las inmunodeficiencias primarias (IDP) son
padecimientos genéticos que derivan en susceptibili-
dad a infecciones por gérmenes que por lo general son
poco virulentos. Las IDP pueden ser heredadas o
adquirirse por mutaciones de novo durante el desarro-
llo embrionario.” En México se carece de estadisticas
confiables respecto a la magnitud del problema debido
a que las IDP no son diagnosticadas en la mayoria de
los casos por falta de métodos apropiados. En el
mundo se han identificado mas de 180 padecimientos
gracias al desarrollo de herramientas de andlisis de
alto impacto, como la citometria de flujo, la cual se
combina con el diagndstico molecular.? En la clasifica-
cion de las IDP aceptada por la Unidn Internacional de
Sociedades de Inmunologia se reconocen diversos
padecimientos, entre ellos, los defectos en la produc-
cion de anticuerpos son los mas frecuentes.? En esta-
disticas de la Sociedad Europea de Inmunodeficiencias®

y en diversas publicaciones de Estados Unidos, se
indica que los defectos en la produccion de anticuerpos
comprenden aproximadamente la mitad de los casos
diagnosticados. México ocupa el tercer lugar en
Latinoamérica en casos registrados de IDP; de acuerdo
con los datos de la Sociedad Latinoamericana de
Inmunodeficiencias, al menos uno de cada 200 a 500
nifios tiene una IDP de anticuerpos.* No obstante la
informacion anterior, todavia se esta lejos de disponer
de estadisticas reales en la region.*

Las deficiencias de anticuerpos abarcan un amplio
espectro de patologias, desde insuficiencia severa en
la produccion de todos los isotipos de inmunoglobu-
linas y la ausencia total de linfocitos B maduros, hasta
la falta selectiva de un isotipo (Tabla 1).° Los pacien-
tes con estas deficiencias no muestran signos de
enfermedad durante los primeros meses de vida,
debido a los anticuerpos que reciben de la madre, sin
embargo, el niumero y la gravedad de las infecciones
se incrementa cuando esos anticuerpos disminuyen.
La administracién regular de gammaglobulina humana
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puede evitar el deterioro progresivo y permite que los
pacientes lleven una vida casi normal, siempre y
cuando las intervenciones terapéuticas se realicen a
temprana edad, por lo que el diagndstico precoz es
esencial.® Con la citometria de flujo es posible efec-
tuar diagndsticos tempranos con un nivel de con-
fianza elevado y, en muchos casos, investigar los
genes con posibles defectos.’

En este trabajo mostramos la evaluacion de pacien-
tes con defectos en la produccién de anticuerpos
mediante el uso de tinciones sencillas y rapidas; la
comparacion se establecié con individuos sanos
(grupo control).

Método

Estudio prospectivo, descriptivo, transversal. Se
incluyeron nifios previamente diagnosticados en el
Instituto Nacional de Pediatria o en el Centro Médico
Nacional La Raza del Instituto Mexicano del Seguro
Social, Ciudad de México, con agammaglobulinemia
ligada al cromosoma X (ALX), sindrome de hiperin-
munoglobulinemia M (sindrome de hiper-IgM) o inmu-
nodeficiencia comun variable (IDCV), segun los
criterios establecidos para las IDP.2 Los padres o
tutores otorgaron su consentimiento previa informa-
cion de los objetivos y procedimientos de la investi-
gacion (conforme los principios éticos establecidos en
la Declaracion de Helsinki). Se excluyeron los pacien-
tes con causas secundarias de hipo 0 agammaglobu-
linemia® y fueron eliminados los pacientes con
muestras insuficientes o que decidieron retirarse de
la investigacion.

Se obtuvieron 3 a 10 mL de sangre periférica, con
tubos heparinizados Vacutainer® (Becton Dickinson,
San José, CA, Estados Unidos); 1 mL se utilizé para
determinar las poblaciones leucocitarias y el resto se
empleo para obtener células mononucleares mediante
centrifugacion en Histopaque® (Sigma, Chemical Co.,
St. Louis, MO, Estados Unidos).

Mediante tinciones se determinaron los porcentajes
de las diferentes poblaciones celulares. Se utilizaron
30 uL de sangre periférica sin activar y se incubaron
durante 20 minutos con 5 uL de las siguientes mez-
clas de anticuerpos monoclonales:
Anti-CD45-FITC/anti-CD14-PE.

Anti-CD3 FITC/anti-CD19 PE/anti-CD45 PerCP.
Anti-CD4 FITC/anti-CD8 PE/anti-CD3 PerCP.
Anti-CD3 FITC/anti-CD16+56 PE/anti-CD45 PerCP.

Como anticuerpos control de isotipos se utilizé

anti-CD45 PerCP/y1 FITC/y1 PE. La mayoria de los

anticuerpos usados fueron de Becton Dickinson y
cuando no fue asi se indica el laboratorio. Las mues-
tras fueron incubadas 20 minutos a temperatura
ambiente, en la oscuridad. Después de la incubacion,
los eritrocitos fueron lisados con 500 uL de solucidn
de lisis FACS® (Becton, Dickinson, San José, CA,
Estados Unidos), se incubaron durante 10 minutos
mas y posteriormente se lavaron con PBS-A, una
combinacion de solucidn salina tamponada con fos-
fato (phosphate buffered saline, PBS) y 1 % de albu-
mina sérica humana. Las células se fijaron con 1 %
de formaldehido en PBS. La adquisicion y andlisis se
describe mas adelante.

Las subpoblaciones de células B se determinaron
a partir de células mononucleares, las cuales se tifie-
ron con las mezclas anti-CD27 PE/anti-CD19 APC/
anti-lgdD FITC y anti-CD24 PE/anti-CD38 APC/
anti-CD19 FITC; la incubacién, lavado y fijacion se
efectuaron como se describié y se omitio la lisis de
eritrocitos.

Determinacion de la expresion de tirosina
cinasa de Bruton

Un millén de células mononucleares se fijaron con
formaldehido a 1 % en PBS durante 10 minutos. Las
células mononucleares se lavaron con PBS-A, 300 x g
durante cinco minutos y se permeabilizaron durante
10 minutos con saponina a 0.1 % en PBS (PBS-S).
La marcacion se realizé con 30 uL del anticuerpo
monoclonal anti-Btk (tirosina cinasa de Bruton,
Pharmingen, San Diego, California, Estados Unidos),
seguida por 30 minutos de incubacién y dos lavados
con PBS-S. La tincién se llevé a cabo con 30 uL de
anti-lgG2a PE (Upstate Biotechnology, Lake Placid,
NY, Estados Unidos) y la incubacién se realizé durante
30 minutos en la oscuridad. Las células se lavaron
con PBS-S, se tifieron con 5 uL de anti-CD14 FITC y
se incubaron durante 15 minutos en la oscuridad,;
finalmente fueron lavadas y fijadas con 300 uL de
formaldehido a 1 % en PBS.

Determinacion de la expresion de CD40 y
TACI

Las células mononucleares se incubaron con
anti-CD40 PE y anti-CD19 APC para identificar su
expresion en células B, y con anti-CD40 PE vy
anti-CD14 PerCP para identificar su expresion en
monocitos. En otro tubo, las células mononucleares
se incubaron con anti-TACI PE y anti-CD22 PECy5.
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Datos clinicos y de laboratorio de pacientes con agammaglobulinemia ligada al cromosoma X

P1 6 6 2 10
p2 4 0 0 0
P3 6 0 20 1
P4 2 0 0 0
P5 1 1 0 0
P6 1 0 0 0
p7 1 6 0 0
P8 2 1 4 1
P9 1 1 0 0
P10 2 1 0 0

La incubacién, el lavado y la fijacion se realizaron
conforme a los procedimientos descritos.

Determinacion de la expresion de CD154 y
de ICOS

Para la determinacion de CD154, dos millones de
células mononucleares fueron cultivadas durante 12
horas a 37 °C, en condiciones de 5 % de CO,, en medio
RPMI 1640 (Gibco-BRL®, Gaithersburg, MO, Estados
Unidos) complementado con 10 % de suero fetal bovino
(PharmAust, Bentley, Western Australia), 1 mM de
L-glutamina, 100 unidades/mL de penicilina y 10 ug/mL
de estreptomicina (Gibco). Se activaron con 100 ng/mL
de forbol 12-miristrato 13-acetato (Gibco) y 1 ug/mL de
ionomicina (Sigma). Las células mononucleares se tifie-
ron con anti-CD3 PerCP (anti-CD154 PE o anti-ICOS
PE) y anti-CD69 FITC. La incubacién, lavado vy fijacién
se realizaron conforme se ha descrito.

Se usaron células sin activar como controles nega-
tivos y la expresion de CD69 como control positivo.
El andlisis se describe més adelante.

Adquisicion y analisis

Se observaron 10 000 células para el analisis de
las poblaciones leucocitarias en sangre periférica y
100 000 para las tinciones de las células mononuclea-
res. Las muestras fueron leidas en FACScalibur®. Los
datos se examinaron con el software FlowJo 10.0.07.

0 6.2 14.2 0.5 0
0 28 6 11 0.12
0 27 12 0.3 0

Varias 6.6 16.8 22.1 0.1
0 6.7 17 23.4 0
0 33.3 4.1 6.6 0
0 6.6 17 1.5 0
1 0 6 0 0
0 41 8.6 6.7 0.3
1 47.7 241 1.5 0

Analisis estadistico

Los datos demograficos, clinicos y de laboratorio se
indican en mediana y rango o media y desviacion
estandar, dependiendo del tipo de distribucion; las
variables categoricas, con frecuencias y porcentajes.
El fenotipo de los pacientes se describe con frecuen-
cias y porcentajes. Las comparaciones de los dos
grupos se realizaron mediante prueba de Mann-
Whitney. Los resultados se expresan con media; los
valores con p < 0.05 se consideraron significativos.
Los analisis estadisticos se realizaron utilizando
GraphPad Prism version 5.0.

Resultados

En la Tabla 2 se resumen los hallazgos clinicos y
de laboratorio de 10 pacientes con diagndstico de
ALX; se pueden apreciar los valores residuales de las
inmunoglobulinas séricas y los datos clinicos, tanto
del nimero de hospitalizaciones como de infecciones.
Los valores de las inmunoglobulinas séricas se corre-
lacionaron con la reduccion de linfocitos B.

En la Figura 1 se muestra los resultados represen-
tativos de un paciente con ALX, quien presenté dis-
minucion severa de linfocitos B CD19+. Para asegurar
que esta poblacion celular se encontraba ausente se
emple6 marcacién con anti-CD20, la cual confirmé el
resultado. Para corroborar el defecto se analizd la
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Resultados de la citometria de flujo en pacientes con agammaglobulinemia ligada al cromosoma X (ALX). Las células B fueron identi-
ficadas con CD45+ (R1) y CD19+ (R2). En la region de los linfocitos totales se observa la expresion de CD20+ (R3) y CD19+ (R4).
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Andlisis de pacientes con sindrome de hiper-IgM. Las subpoblaciones de células B se identificaron con anticuerpos contra CD19,
CD27 e IgD, y la expresion de CD154 y CD69 en la region de células T CD3+. El histograma gris claro representa las células T no estimuladas
y el histograma gris oscuro, las células estimuladas durante 12 horas con ionomicina y forbol 12-miristrato 13-acetato. Es posible observar la
expresion de CD154 (CD40L) y CD69 (control de activacion) de siete controles sanos y siete pacientes con sindrome de hiper-IgM, y sus valores
respectivos en intensidad media de fluorescencia (IMF). La barra horizontal muestra la mediana y los asteriscos, las diferencias significativas
usando la prueba estadistica U de Mann-Whitney. ***Muy significativo, p < 0.01.

expresion de BTK; en ningun paciente se pudo iden- tincidn de IgD y CD27. Ambos marcadores permiten
tificar esta proteina (datos no mostrados). definir tres subpoblaciones: los linfocitos B naive

En la Figura 2 se muestra los resultados de la tin- (IgD+ CD27-), las células B de memoria sin cambio
ciéon de linfocitos B CD19+, complementada con de isotipo (IgD+ CD27+) y las células B con cambio
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Andlisis de pacientes con inmunodeficiencia comun variable (IDCV). Las células B se identifican con CD19+ (R5) y luego se subdividen
de la siguiente forma: B naive se identifican con CD19+ CD27- IgD+ (R6); B sin cambio de isotipo o zona marginal, con CD19+ CD27+ IgD+
(R7); B con cambio de isotipo, con CD19+ CD27+ IgD- (R8); B CD21b4°, con CD19+ CD21- CD38- (R9). Los pacientes se estratificaron en los

grupos la, Ib y Il segun la clasificacion de Friburgo.

de isotipo (IlgD- CD27+). En los pacientes con sin-
drome de hiper-IgM se observé que, si bien los valo-
res de linfocitos B son normales, existe disminucion
importante de los linfocitos B de memoria (con y sin
cambio de isotipo); el diagndstico se puede corroborar
con la ausencia de CD154 en los linfocitos T activa-
dos y con la activacion eficiente en células T mediante
la expresion de CD69. En las gréficas del lado dere-
cho se muestran los resultados globales de siete
pacientes con sindrome de hiper-IgM, comparados
con los obtenidos en los sujetos control.

En la Figura 3 se muestra la tincién de las subpo-
blaciones de linfocitos B, la cual permitié clasificar a
los pacientes con IDCV. Ningun paciente presentd
agammaglobulinemia y la expresion de CD40 y CD154
fue normal. Para las células B naive, con y sin cambio
de isotipo, se empled tincién de IgD+ CD27. También
se identificaron subpoblaciones con baja expresion
de CD21 (CD19+ CD21- CD38-).

Los pacientes se estratificaron conforme a la clasi-
ficacion de Friburgo:

— Grupo |, pacientes con valores reducidos
(< 0.4 %) de linfocitos B de memoria con cambio
de isotipo; este grupo se subdivide en pacientes
con porcentaje incrementado (> 20 %) de células
B CD21%a° (grupo 1a) y pacientes con expresion
normal de células CD21%3° (grupo 1b).

— Grupo I, pacientes con valores normales de lin-
focitos B de memoria con cambio de isotipo.

Como se detalla en la Tabla 3, los pacientes del
grupo |l presentaron caracteristicas moderadas de la
enfermedad. En el grupo | se observé una clara

Datos clinicos y de laboratorio de pacientes con
inmunodeficiencia comin variable, agrupados conforme a la
clasificacion de Friburgo

Sexo femenino/masculino 7/3 7/3 3/1
Edad (afios) 14.3 15.2 10.2
I9G (mg/dL) 210 213 243
IgA (mg/dL) 27 18 27
IgM (mg/dL) 52 23 71
Células B (%) 9 11 17
Neumonia 5 50 6 60 2 50
Sinusitis & |0 |6 | &0 | 1|25
Otitis media 5 |80 |6 | &0 | 1| 25
Diarrea crénica 2 20 3 30 O 0

Gastroenteritis infecciosaaguda 5 50 5 50 0 0

Enfermedades autoinmunes 5 50 2 20 0 O
Bronquiectasias 5 50 4 40 1 25
Esplenomegalia 2 20 1 10 O 0
Linfadenopatias 4 40 1 10 0 O

separacion cuando se analizé la presencia de enfer-
medades autoinmunes y linfadenopatias en los
pacientes con expresion reducida de CD21.
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Discusion

La ALX es el resultado de mutaciones en el gen de
la BTK, la cual es fundamental en el desarrollo de las
células B.° La BTK también se expresa en monocitos
de sangre periférica; su busqueda por citometria
arrojé resultados negativos en todos los pacientes
con ALX (datos no mostrados). Al parecer, los pacien-
tes con ALX presentan respuestas inflamatorias exa-
cerbadas. Nuestro grupo ha propuesto que la BTK
regula la respuesta inflamatoria de monocitos, macro-
fagos y polimorfonucleares.

Los pacientes con sindrome de hiper-IgM son sus-
ceptibles a gérmenes oportunistas, cursan con neu-
tropenia y algunos pueden desarrollar enfermedades
autoinmunes y cancer. Las células B de estos
pacientes son incapaces de formar centros germina-
les y de cambiar de isotipo. Los pacientes manifiestan
disminucion o franca ausencia de células B de memo-
ria,'" afectacion que fue comprobada en todos los
pacientes de esta cohorte. El defecto mas comun fue
la ausencia de CD154 en células T activadas,' resul-
tado obtenido en los siete pacientes con sindrome de
hiper-IgM de esta cohorte.

Desde la descripcion de la IDCV en 1953, se hizo
relevante su complejidad. Los pacientes tienen mani-
festaciones clinicas muy diversas, cuya gravedad es
variada. Las mutaciones que causan los fenotipos de
la IDCV se observan en menos de 20 % de los pacien-
tes. Varios grupos de investigacion han estratificado
a los pacientes con IDCV.'*'® En este trabajo utiliza-
mos la clasificacion de Friburgo. Los pacientes del
grupo la son los que tienen la menor expresién de
células B totales en sangre periférica, ademas de
presentar las manifestaciones clinicas més graves.

Mediante el uso de la citometria de flujo fue posible
el diagnostico de ALX, sindrome de hiper-IlgM e IDCV,
padecimientos que implican la disminucién o la ausen-
cia de la produccion de anticuerpos. El diagndstico se
consiguid con un nivel de confianza elevado y podra
orientar la pesquisa de genes candidato con posibles
defectos.
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