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RESUMEN

La citometria de flujo (CMF) es una herramienta que nos permite caracterizar
fenotipicamente poblaciones celulares y expresién de moléculas fundamentales en la
respuesta inmunitaria. Mediante la combinacidn de distintos marcadores cuantificamos
las distintas subpoblaciones de células T y B, asi como otras células de la respuesta
inmunitaria. Esta tecnologia se ha establecido como un instrumento clave en la
investigacion y seguimiento de los pacientes con inmunodeficiencias (IDs). Entre enero
de 2017 y diciembre de 2021 se seleccioné una muestra de 458 pacientes que
presentaban al menos un estudio y andlisis de inmunofenotipo mediante CMF en el
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (HUMV) con el objetivo de describir y
correlacionar los hallazgos clinicos tipicos de estas ID con los estudios de CMF realizados
en los pacientes en seguimiento por ID segun los criterios de clasificacidon de la Unién
Internacional de la Sociedad Inmunolégica (IUIS, 2019). Las ID primarias (IDP) mas
prevalentes en este analisis han sido las ID por deficiencia de anticuerpos (Acs), entre
las que destacan la Inmunodeficiencia Comun Variable (IDCV), el Déficit Selectivo de IgA
(DSIgA), Déficit Selectivo de Subclases IgG (DSSIgG), Hipogammaglobulinemia,
Agammaglobulinemia ligada al cromosoma X (XLA) o Sindrome de Bruton.

Los resultados que se registran han sido similares con la Clasificacién de la IUIS (2019) y,
también con la frecuencia de estas IDs estudiada en distintos registros tanto nacionales
como internacionales. En este trabajo se profundiza y describen las correlaciones
existentes entre la distribucion de las poblaciones celulares medidas por CMF vy los
fenotipos de infeccidén, autoinmunidad, citopenias, tumores y enteropatias propios de
las IDP.

Palabras clave: Citometria de Flujo (CMF). Inmunodeficiencia (ID). Clasificacién de la
IUIS. Inmunodeficiencia Comun Variable (IDCV). Fenotipo clinico.



ABSTRACT

Flow cytometry (FCM) is a tool that allows the phenotypic characterization of cell
populations and the expression of essential molecules in the immune response. By
combining different markers, we quantify the different subpopulations of T and B cells,
as well as other cells of the immune response. This technology has been established as
a key instrument in the investigation and follow-up of patients with inmunodeficiencies
(IDs). Between January of 2017 and December of 2021, a sample of 458 patients with at
least one study and one inmunophenotype analysis using FCM at Marques de Valdecilla
University Hospital (HUMV) was selected, with the objective of describing and analyzing
the possible clinical association in these IDs of the FCM studies preformed. IDs were
evaluated according to the classification criteria of the International Union of
Inmunological Societies (IUIS, 2019). The humoral deficiency of antibodies was the most
prevalent in this study, among which are the Common Variable Inmunodeficiency
(CVID), Selective IgA deficiency (IgASD), Selective IgG-subclass deficiency (IgGSSD),
Hypogammaglobulinemia, X-linked Agammaglobulinemia (X-LA) or Bruton
agammaglobulinemia.

The results registered are equivalent to those described in the IUIS classification (2019)
as well as the frequency of these IDs described in several registers both at national and
international level. This project deepens and describes the existing correlations between
the distribution of cell populations measured by CMF and different phenotypes:
infection, autoimmunity, cytopenias, tumors and typical enteropathies of PIDs.

Key words: Flow cytometry (FCM). Inmunodeficiency (ID). IUIS classification. Common
Variable Inmunodeficiency (CVID). Clinical phenotype.



1. INTRODUCCION

1.1.éQué es la citometria de flujo?

La CMF es una herramienta que permite la cuantificacion rdpida de las células en fase
liquida y su caracterizacién por tamafno y complejidad (a través de la dispersién frontal
y lateral de un haz de laser). Ademads, con la utilizacion de Acs monoclonales conjugados
a fluorocromos, nos permite caracterizar fenotipicamente a dichas células mediante
antigenos (Ags) de superficie, asi como poder clasificar en subpoblaciones en funcién de
marcadores constitutivos, de linaje, de activacién, etc. Ademads, también nos permite
analizar componentes intracelulares, factores de transcripcién, citocinas, y realizar
estudios de proliferacidon, y de ciclo celular. Esta tecnologia nos ha permitido avanzar
mucho en la monitorizacion del sistema inmunitario en los ultimos afos, asi como
establecerse como una herramienta clave en el escrutinio y seguimiento de los
pacientes con I1Ds(1,2).

1.2. ¢Como funciona la citometria
- .

de flujo? o (. et e
77— -
D b —_— Sistema dptico
P Z———1[) Detector de S:

Las muestras que se utilizan son
fundamentalmente de sangre por lo que los
citbmetros hacen pasar las células
suspendidas en esta muestra a través de un  fuentesce iz
circuito llevandolas a una camara de flujo, W‘  partictas/céhias Sistema de fhidos

—=—=[) Detector de FSC

NP

+ Fluido envolvente

e o S,
denominada celda de flujo laminar, sobre la Aire ===
qgue incide un laser y se detecta tanto la

fluorescencia emitida por los fluorocromos
como la dispersion de la luz de las células.
Esta informaciéon en forma de fotones es
recogida y almacenada por los sistemas de deteccion que posteriormente se
transformaran en datos electréonicos que son almacenados, para realizar el analisis(3).

SSC, dispersion lateral de luz; FSC, dispersion frontal de luz

Figura 1. Representacién de un citémetro de flujo y
su funcionamiento.

Los datos analiticos que obtenemos los podemos representar linealmente en forma de
histograma (un parametro) o en “dot-plot” (dos parametros), de tal forma que en las
representaciones veremos, segun la intensidad de la fluorescencia, la expresion del Ag
reconocido por el Ac monoclonal. En los dot-plot, se representa la combinacién de 2
parametros, de esta manera se puede establecer una regién o “gate” para seleccionar
subpoblaciones que expresen diferentes Ags. Y asi seleccionar las diferentes
subpoblaciones celulares en funcién de la expresidon o no de Ags de linaje(4).

Para comprobar el correcto funcionamiento de los laseres del equipo se utilizan (beads
o microesferas) perlas. Estas estan tenidas por fluorocromos que se unen a los Acy estos
posteriormente se excitan para cada uno de estos laseres especificamente. Estas perlas
estan tenidas con un fluorocromo especifico o con una combinacién de ellos. Son de
gran utilidad pues calibran y compensan las fluorescencias(5-7).
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Figura 2. Muestra el espectro de emisiéon de las Figura 3. En este histograma podemos observar la
microesferas (beads) tefiidas en la superficie con dos fluorescencia de unas microesferas marcadas con
fluorocromos utilizados habitualmente, fluoresceina diferentes intensidades de fluorescencia para calibrar y
(FITC) y ficoeritrina (PE), y el espectro de un bead marcada monitorizar el rendimiento del citémetro.

con multiples fluorocromos.

En los estudios de CMF se utilizan diversos métodos de tincién para el procesamiento
de las muestras, tanto para la superficie celular como intracelular(5,8).

A. Tincién de la superficie celular(5,9,10):

A.1. Tincidn-lisis- no lavado: se utiliza cuando se necesita un recuento de células
no adulteradas, pero pueden presentar un alto background.

A.2. Tincion-lisis-lavado: aporta la mejor discriminacién de la sefial, sin embargo,
el lavado puede ser un problema ya que supone pérdida de las células de la
muestra.

A.3. Lisis-Tincion-lavado: este método se utiliza cuando la concentracion celular
tiene que ser ajustada antes de la tincidon o cuando se necesita retirar gldbulos
rojos de la muestra.

A.4. Sin tincidon-ni lavado: esta técnica se utiliza cuando se necesita la
numeracion de subpoblaciones leucocitarias.

B. Tincién intracelular:(5) con esta tincién podemos evaluar epitopos, proteinas,
modificaciones epigenéticas de moléculas que se encuentran en el citoplasma o
factores de transcripcién nucleares. Por lo tanto, para ello se necesita que la
muestra se permeabilice y asi los Ac o marcadores puedan atravesar el
citoplasmay las membranas nucleares. Para poder permeabilizar las membranas
es necesario fijar los Ac a su Ag diana y para ello se utilizan soluciones de fijaciéon
basadas en formaldehido o etanol(11,12).

1.3.Limitaciones de la Citometria de Flujo

1.3.1 Limitaciones del citbmetro

El primer factor que puede afectarnos a los resultados de nuestro estudio es la
configuracidn y la calibracion de los pardmetros de los instrumentos que se utilizan para
el andlisis de las muestras para que estas sean reproducibles y comparables. En la
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actualidad no existe un consenso universal para esto, ademas cada laser, tincion o Ac
utilizado varia, por esta razdn se debe proponer unos estdndares para poder aplicarlo
de forma mas unificada y objetiva, y poder comparar datos en estudios de metaandlisis.
Ademas de esto también puede ser util el lamado “proceso control” con el cual se
pretende verificar todos los pasos realizados durante el ensayo.

1.3.2 Procesamiento de las muestras

A pesar de que este método es practico, muy sensible y rdpido debemos tener en cuenta
algunos factores para obtener datos objetivos y realistas. Los factores que mds afectan
para obtener resultados fiables en los ensayos clinicos son la manipulacién de las
muestras, la configuracién de instrumentos y el analisis de datos, analizaremos cada uno
de ellos posteriormente. Para poder utilizar la CMF en los estudios clinicos, los
laboratorios deben revisar estrictamente cada uno de ellos y se proponen modelos que
hoy en dia no estan consensuados internacionalmente para disminuir las variables que
podamos encontrar en cada laboratorio(13).

Debemos conocer como recoger y procesar estas para preservar su viabilidad y funcién
sin comprometerlas. Para ello debemos tener en cuenta otros factores que afectan a la
recoleccidon de muestras sanguineas y por lo tanto a las células que contienen, como la
variaciéon circadiana(13-15), si toman anticoagulantes(13,16,17), el tiempo que pasa
desde que se recogen hasta que se analizan en los laboratorios pues puede afectar a la
cuantificacién de muchos grupos celulares tefiidos con marcadores mas labiles(18), o el
uso de la centrifugacion por gradiente de concentracién. Para evitar estos problemas se
propone una solucién y es la criopreservacion de las muestras(19—-21), aunque esto
también puede afectar a las muestras. Finalmente, es importante tras este proceso
comprobar la viabilidad de las muestras(22).

1.3.3 Controles de Marcaje

Se utilizan marcajes que pueden introducir variabilidad en las muestras y los factores
gue pueden influir en su rendimiento son el tiempo y la temperatura a la que deben
guardarse, el tipo y la cantidad de fluorocromo (que puede variar lote a lote) utilizado
en los marcadores de superficie celular(23). Asi, por otra parte, también se utilizan
marcajes intracelulares para el estudio de citoquinas o de la fosforilacion de moléculas
sefalizadas y cuyo protocolo de marcaje puede introducir alguna. Para solucionar este
problema, o reducir el nimero de variabilidad se ha demostrado que el uso de
fluorocromos en tdndem (conjugados comerciales de dos fluorocromos)(24) que logran
una emisiéon a una mayor longitud de onda, por lo tanto, lo hace mas especifico y
sensible. Sin embargo, muchos de estos son muy labiles a la presencia de la luz(22).

Otra forma de evitar la variabilidad en los resultados es utilizar células como control. Es
realmente importante distinguir la expresion de un Ag-positivos de la ausencia de
expresion de un antigeno Ag-negativos en una poblacién determinada para poder medir
bien la poblacidn de células positivas. Para evitar el ruido de fondo, la autofluorescencia,
tienen que establecerse controles adecuados(25).

La autofluorescencia es la fluorescencia intrinseca de la célula debido a componentes
celulares que emiten fluorescencia al incidir el laser del citometro. Para su control y
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evitar este background, se debe pasar por el citdmetro células sin marcaje para
establecer la cantidad de autofluorescencia que se recoge en cada detector (canal).

Para evitar esta variabilidad hay varias opciones de controles de expresidn. Dentro de
este control podemos utilizar diferentes técnicas como(5,26):

- El control de la propia célula.

- El llamado “control-isotipo” que son Ac de la misma clase, pero con una
especificidad a Ag que no se encuentran en la célula que queremos estudiar.

- Por otra parte, tenemos el “control isoclénico” que es adecuado cuando tenemos
un Ac con una combinacidn de fluorocromos conjugado con un exceso de otro Ac
gue no se une a los Ag de la célula.

- También tenemos el “control negativo interno” que son poblaciones de células pero
gue no expresan el Ag estudiado.

- Y, al contrario, el “control positivo interno” que se trata de poblaciones de células
del espécimen que si presentan el Ag que se quiere estudiar.

- Latécnica Control “Fluorescence minus one” (FMO) donde se afiaden todos los Acs
del panel menos el que se quiere estudiar. Este control se utiliza para valorar como
interfiere en la sefial de fluorescencia la combinacién de los otros Ac(25).

1.4.Andlisis de datos

Otro factor que puede alterar el resultado de las muestras son los analisis de datos,
después de realizar todos los ensayos los programas de software que recopilan esta
informacién muchas veces utilizan para los fluorocromos comerciales los llamados
“automatic gating software” o “Dynamic gates” que pretende eliminar las decisiones
subjetivas del operador durante el estudio(7,27), y todos los gates que hemos obtenido
eliminar las variables que hayan podido ser introducidas durante el estudio(5,22).

El objetivo actual con el uso de CMF es desarrollar estrategias para minimizar la
subjetividad del operador que realiza el analisis, asi como mejorar la reproducibilidad
de estos, siendo también muy importante que los disefiadores de softwares de los CMF
deben pulir y afinar las instrucciones e indicaciones para el mejor uso de estas
herramientas. Por esto se propone la utilizacién de plantillas de analisis universales(5)
para desarrollar softwares que estén basados en los mismos parametros, documentos y
modelos y asi los resultados sean mas objetivos y reproducibles(22).

No existe un consenso universal, y aunque, en la actualidad se pretende establecer uno,
en todos los estudios de CMF se debe realizar una descripcién general del experimento,
mencionar detalladamente la muestra, asi como proporcionar informacién detallada del
instrumento y de los analisis. Todos estos factores que hemos mencionado suponen una
barrera para la utilizacion de CMF en la clinica ya que puede haber resultados poco
reproducibles o datos con mucha variacion. Esto es un problema tanto para estudios
individuales que quieran publicar sus estudios como para estudios multicéntricos. Por
esta razén se han propuesto 3 modelos para poder reducir estas tasas de error. El primer
modelo que se propone es el “modelo remoto” que consiste en establecer los
protocolos antes de realizar el estudio, su ventaja es que se estd mas cerca de los
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pacientes y, por lo tanto, se minimiza el tiempo de manejo de la muestra. Sin embargo,
en cada laboratorio puede haber variaciones de protocolos y por lo tanto
encontraremos variacion en los resultados. El segundo modelo del que se habla es el
“modelo central” en el que todas las muestras obtenidas en diferentes lugares se envian
a un laboratorio central que se encarga de procesarlas. Como ventaja tiene la
estandarizaciéon del procedimiento y de los instrumentos. Sin embargo, el tiempo que
tardan en llegar esas muestras puede dafiarla. Y por ultimo, tenemos el “modelo mixto”,
en el que las muestras se analizan y manejan en los laboratorios locales bajo un
procedimiento estandarizado y posteriormente se envian los datos a un laboratorio
central que se encargara de recopilar la informacidn y revisar que todos los pasos han
sido realizados correctamente, ademas de realizar un entrenamiento a los laboratorios
locales para la estandarizacion del procedimiento, validacién y distribucién de los
reactivos que se van a utilizar y calibrar los instrumentos que se utilizaran en cada
laboratorio local(22).

1.5.Aplicaciones de la Citometria de Flujo en Inmunologia Clinica

- Inmunofenotipaje

- Determinacién de la produccién de citoquinas intracelulares.

- Estudios de la funcién celular como proliferacidn, viabilidad o analisis del ciclo
celular, citotoxicidad.

- Estudio de moléculas de superficie e intracelulares con importantes funciones
inmunitarias.

- Estudio de poblaciones raras.

La CMF tiene numerosas aplicaciones en la clinica y su introduccién se ha convertido en
una poderosa herramienta para evaluar vias importantes de la inmunidad adaptativa e
innata. Este trabajo se centra en los pacientes con ID y es la aplicacion clinica en que nos
centraremos. Las inmunodeficiencias primarias (IDP) son un conjunto de patologias
causadas por alteraciones en el nimero y/o funcién de los elementos y mecanismos
implicados en el sistema inmunitario. La CMF permite realizar un recuento y capacidad
funcional de subpoblaciones de linfocitos gracias a la deteccion inmunolégica de
marcadores de linfocitos Ty B(28).

Estas IDP debido a los defectos del sistema inmunitario conducen a una mayor
susceptibilidad a padecer infecciones, y a un aumento de la recurrencia de las mismas,
incluso la probabilidad de presentar mas ingresos por las mismas, asi como una
desregulacidén inmunitaria que lleva a padecer con mas probabilidad neoplasias, tanto
solidas como liquidas, asimismo presentan enfermedades autoinmunes, enteropatias o
citopenias. Estas 5 patologias son caracteristicas de estos pacientes con IDP, asi mismo,
intentaremos buscar la correlacion entre estas y los valores de poblaciones linfocitarias
analizadas por la CMF.
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Las IDP son un grupo muy heterogéneo de enfermedades debidas a mutaciones en
genes implicados en la maduracién o funcién de los diversos componentes del sistema
inmunitario. Se han descrito mas de 300, siendo las ID humorales las mas frecuentes(29).

Aunque el estudio genético es necesario para la confirmacion de la ID, el estudio por
CMF puede orientar al diagndstico en muchos de los casos. A continuacidn, se describen
los principales grupos de IDP segun la clasificacion IUIS, con sus principales
caracteristicas inmunoldgicas.

1.5.1. Deficiencia de Anticuerpos

Esta patologia se caracteriza por de la deficiencia o ausencia de células B. Y, por lo tanto,
la disminucidn o defecto de la produccién de Acs como IgA, IgG y/o IgM. Esta patologia
la podemos dividir en dos grupos principales:

- Por una parte, tenemos el primer grupo donde las células B estan

completamente ausentes, y todos los isotipos de inmunoglobulinas (Ig) estan
disminuidos. En esta agrupacién encontramos infecciones recurrentes muy
graves.
Dentro de este podemos destacar el sindrome XLA o también Illamada
agammaglobulinemia de Bruton. Es una enfermedad congénita y de transmision
hereditaria ligada al cromosoma X. Se caracteriza por la ausencia de células B
circulantes y una disminucidn importante de las Ig séricas debido a mutaciones
en el gen BTK(30), dicha mutacién influye en la maduracién normal de linfocitos
B, por lo que se bloquea su desarrollo en médula 6sea y no se detectan linfocitos
B en sangre. Este sindrome estd muy relacionado con infecciones recurrentes,
asi como con patologias enteropdticas (29,31)

- Por otra parte, tenemos el segundo grupo donde los niveles de células B>1%. En

este grupo se encuadran las hipogammaglobulinemias que presentan una
reduccion de la cantidad de células B determinadas por la CMF utilizando Acs
gue reconocen Ags constitutivos de células B como de CD19, CD20, CD21,
etc(32).
Sin embargo, dentro de este subgrupo también podemos distinguir otro
sindrome la IDCV, la cual se caracteriza por el déficit de Acs y la mayor
susceptibilidad a infecciones croénicas y recurrentes, asi como trastornos
linfoproliferativos y cancer(33). Estos pacientes presentan un numero normal o
bajo de células B. Las células B las podemos dividir en 3 grandes grupos basadas
en la expresion de CD27 e IgD/IgM: virgenes o naive (CD27'1gD* IgM*), memoria
IgM (CD27*IgD* IgM*) y memoria con cambio de isotipo (CD27*IgD IgM"). La
mayoria de los pacientes con ICDV presentan una disminucién de las células B de
memoria con cambio de isotipo(34,35)
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Por ultimo, la deficiencia de Ig aisladas, las cuales también es muy comun
encontrarla en la poblacién como: DSIgA, DSSIgG, déficit selectivo de IgG (DSIgG),
déficit de cadena kappa, etc.

Ill. Predominantly Antibody deficiencies. a: Hypogammaglobulinemia

196, IgA andjor IgM ¥ ¥ Figura 4. Tabla
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BAFF receptor deficiency®, TNFRSFLIC (BAFF-R). Variable clinical expression. Low 186 and Igh, ATPAAPL dafiiancy. ATPEAPL XL epmtepati
. - " - " . - - lsukomenia, low capper. Variabls g findings
TWEAK deficiency™®. TWEAK [TNFSF13), AD, Preumonia, bacterial infections, warts, thrombasytopenia, Neutropenia, Low Ight
and A, lack of anti-preumococeal antbody. Nirciyt ciigtasocn aria 3
- [MOGS)™. MOGS (5C51). Lt
iciency™*. ecurrent infections, possible i ity and ir E lisease. g i e
r;rm?z R e D e v & o " | | severe necrologic disease, alsa known
absent IgA. disarder of ghycesylatian type 15 (COG-Ib)
Ill. Predominantly Antibody deficiencies.
b: Other Antibody deficiencies i inti
dy Figura 5. Tabla descriptiva de
Severe Reduction in Serum Ig6 and Igh with Isotype, I?'ghtchain,orFumliomlDQﬁcienciﬁ High Be numbers due to otros t|pos de déficits de |g_
with Generally NI Numbers of Bc constitutive NF«B activation
MNormal or elevated lgM
Selective IgA deficiency. Unknown. Anois cor , ;
and Normal Numbers of Be : . ST [Fuente]: Clasificacidon fenotipica
Hyper IgM Syndromes mildly increased. Very lowta absent |gh with ather sotypes e LR T de la IUIS de 2019 para IDPs.
T normal, normal subtlasses and specific antibodies
AID defidency. Transient hypogammaglobuliemia of infancy. Unknown.
AKCDA. AR ar AD. Usuzlly not associated with significantinfections, nomalzbility | | Splenomegaty,
Bacterial infections, enlarged lymph nodesand germinal | | 4o ooy co antibodiesto vaccine antigens g and IgA decreased.
centers. NI memary B, but lacking somatic —
hypermustation in AR form. 186 subclass deficiency with IgA deficiency. Unknown.
poorvaceine responses.
Recurrent bacterial infections. May b Reduced
UNG deficiency. UNG. IgA with decrease in ane or mare IgG subclss.
—
Enlarged lymph nades and germinal centers. Isolated IgG subclass defidency. Unknown.
Ustally ic, aminarity may have poor antibody respanse to specific antigens and recurrent

wiralfbacterial infections. Reduction in ane or more IgG subelass.
INOED def*. INOBD .

Spedfic antibody defidency with namal Ig levels and nomal B cells. Unknown.
Reduced abilityto produce antibodies tospecific antigens. Ig: NI
T
MSHE®. MSHS . Ig heavy chain mutations and deletions.
Mutation or chromosomal deletion at 1432
May be asymptomatic. One or more |gG and/or |gA subclasses as well as IgE may be absent.

Severe bacterial infections.

Family or personal history of cancer. Variable 1gG,

Kappa chain defidency*. 1GKC

e e T (Ener Asymptomatic. Allimm unoglobulins have lambda light chain

=5 Selective IgM deficiency. Unknown. Preumococeal / bacterial infections. Absent serum IgM

1.5.2. Afectacién de la inmunidad celular y humoral. Inmunodeficiencia
combinada severa (IDCS)

En esta entidad se engloba la forma mads severa de las IDP. El hecho de llamarla
combinada es que se encuentra afectada tanto la inmunidad celular como la humoral.
Se caracteriza por la ausencia total de células T y un mal funcionamiento de las células
B. Se puede orientar al diagndstico de IDCS mediante CMF, al realizar un inmunofenotipo
de las subpoblaciones linfocitarias mayoritarias: linfocitos T, B y NK. En dicho estudio
nos podemos encontrar con los siguientes perfiles:
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- TB'NK" IDCS orienta hacia el diagndstico de disgenesia reticular o deficiencia
de Adenosina Desaminasa (ADA).

- TB'NK*IDCS sugiere ID por mutaciones que afectan de los genes activadores
de la recombinacion de RAG1 y RAG2, Artemisa, ADN ligasa IV y Cernunnos.

- TB*NK IDCS que seobserva en la deficiencia en la cadena gamma comun de
receptores de citocinas ligada a X (X-IDCS) o el déficit de JAK3 (con herencia
Autosdmica Recesiva).

- TB*NK*IDCS perfil compatible con las deficiencias de IL-7Ra, CD36§, CD3e y

CD3Y(34,36,37)
H I Immunodeficiencies affecting cellular and humaral immunity.
Figura6. Tabla ‘ ) i )
g (a) Severe combined immunodeficiencies SCID, defined by CD3 T cell lymphopenia*.
descriptiva de la SONETSEE TR | D19 |: SCIDT-B-
IDCS. Caracterizada [ SCID T-B+NK+ | SCID T-B-NK- | ] SCID T-B-Ni+
iA SCID T-B+NK- | ———————
por la afectacion de . o LT Microcephaly 7
la inmunidad " R — Chomtrestermal o Yes || ne
lular humoral ondrosternal dysplasia,
celu Yy . —— Detectable deafness, may have Radiation sensitivity Increased risk
. o of graft
Ausencia de cellas D1szdet || cosge, cosp |[ | | pumonaryaheoler R reloction,
T y mal e G 8 o proteinosis, cognitive dysmorphism: possibly due to
e deficiency ‘ FOXNI. defecs activated NK
. . -
funcionamiento de <Dage+. €03z DNA ligase IV def . =S
Ias céIuIas B IL2RG NIY/B T cell Severe infections; Reticular dysgenesis. AK2 LIG4
case s Neutropenia, deafness
" ) Some have anemia and RAG 1/2 def
: PTRRC epithelium; thrombacytopenia LT 0
[Fuente]: . 1 def*. NMEJL. (RAG1/ RAG2)
Clasificaciéon D132+ AT def™ LAT. [ s, nall Activated Rac2 defect*
, . Typical SCID or RAC2, AD GOF - Without facial
fenotlplca de la esa e dystrophy, neural fe DCLRELC def
e . Recurrent bacterial and dysmorphism:
adenapathy, tube defect. Ig: ysmorp DCLREIC
IUIS de 2019 para splenomegaly, (| o R
autoimmunity. (ARTENMIS).
IDPs. JAK3 High Ig. Wy b lymphoproliferation; DNA PKcs def* PRKDC + Radiation
neutropenia Variable Ig levels sonsitivity

1.5.3. Sindrome de hipergammaglobulinemia M (HiperlgM)

Este sindrome engloba diferentes patologias con concentraciones normales o
anormalmente elevadas de IgM y disminucion o falta de otras Ig séricas, como IgA e IgG.
Se trata de mutaciones involucradas en la via de CD40-CD40L, necesaria para la
cooperacion entre los linfocitos Ty B e inducir su maduracion (recombinacién de células
B y la hipermutacién somatica). La mutacién mads frecuente causante del SDR de
HiperlgM se encuentra en el gen CD40L con herencia recesiva ligada al cromosoma X.
Estos pacientes son muy susceptibles a desarrollar numerosas infecciones de bacterias
y oportunistas, desarrollar neutropenia, asi como neoplasias. Esto indica la importancia
de la funcion de las células T en el mantenimiento de la inmunidad. Mediante la CMF
podemos valorar la expresidon de CD40L en las células B, monocitos o células dendriticas
(34)(38).

1.5.4. IDP con caracteristicas asociadas o sindromicas.

Dentro de este grupo podemos encontrar sindromes muy variados que se caracterizan
segun los genes afectados y tendran una repercusion clinica diferente. A destacar
tenemos:

- Sindrome de DiGeorge (SDG) (deleccion 22q.11.2): |la forma mas grave de este
sindrome consiste en la ausencia total de timo, malformacion de las
glandulas paratiroides, afectaciéon congénita del corazén y retraso en el
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desarrollo cognitivo. EI SDG tiene un patrén de herencia autosémico
dominante y esta causado por la deleccién en el cromosoma 22q11(39). Los
pacientes que se pueden ver afectados tienen una deficiencia variable de
células T desde una forma incompleta hasta una completa. Mediante CMF se
pueden cuantificar los LT CD3+ TCRalfa/beta, que se desarrollan en el timo y
permite la subclasificacion del SDG(40) (34).

- Sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS) y Trombocitopenia ligada al cromosoma
X (TLX) WAS es una IDP ligada al cromosoma X de tipo recesiva. Se caracteriza
por eczema, trombocitopenia e ID tanto humoral como celular, asi como un
aumento del riesgo de padecer neoplasias hematoldgicas(41). EI WAS es
causado por la mutacion en el gen WAS que codifica WASp. Esta misma
mutacién también la presenta tanto la TLX como la neutropenia ligada al
cromosoma X. Los As monoclonales utilizados en CMF contra WASP son utiles
para el cribado en pacientes con sospecha de XLT y WAS(28,34,42).

I Ila. CID with associated or syndromic features I

[ congenital ia__| [ DNARepairDefects other than those listed in Tablel: Karyotype immuno- Thymic
TT

_ — s || oot Figura7. Tabla descriptiva de las
7 : - Congenttal IDs con caracteristicas asociadas
o sindrémicas.
e || .. [Fuente]: Clasificacion
- — : T fenotipica de la IUIS de 2019
e para IDP.
e
T S
1.5.5. Enfermedades de desregulacidon del sistema inmune.

Dentro de este grupo nos encontramos con varios sindromes que son mas frecuentes y
podemos destacar:

- Sindrome linfoproliferativo ligado al cromosoma X (SXLP): Este sindrome se
debe a una disminucidn de los linfocitos T y células NK y aparece tras una
infeccion del virus Epstein-Barr. Se caracteriza por linfohistiocitosis
hemofagocitica e hipogammaglobulinemia, con o sin linfoma. Este sindrome
lo podemos diferenciar en dos segun el gen afectado. En primer lugar, esta el
XLP tipo 1 (XLP1) causado por mutaciones en el gen SH2D1A que codifica la
proteina asociada a SLAM (SAP). Y en segundo lugar tenemos el tipo 2 (XLP2)
causado por mutaciones en el gen XIAP o BIRC4 que codifica XIAP. Mediante
la CMF podemos detectar las proteinas intracelulares SAP y XIAP para la
identificacion de estos pacientes(28,34,43,44).
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Control

Patient

cD&* T cells NK cells B Lymphocytes  Monocytes Figura 8. Histograma de la

) | ﬂ expresion de la proteina SAP y

Il |\ XIAP por citometria de flujo.
Control I f

Estudio de expresion de SAP en

R /
@l R P

| .
R e R R =l XIAP

las células T CD8+y CD56+ NK (A).

Estudio de expresion de XIAP en

| { I monocitos y linfocitos (B)

\ | Patient | |
\I “ “‘. ‘. *El  histograma  sombreado
\ a ‘

e o T corresponde con el control de

E T R ENR TR XIAP

SAP isotipo[10].

Linfohistiocitosishemafagocitica familiar (LHF): Es un grupo de trastornos que
se caracterizan por la falta de control inhibidor y de muerte dirigida que
provocan la proliferacién descontrolada de las células T citotdxicas y las
células NK, esto provoca la produccién excesiva de citocinas y acumulacion
de células T activadas y macroéfagos en diferentes 6rganos. En esta patologia
podemos ver deficiencias en la perforina, que corresponderia al LHF tipo
2(45), se puede valorar con CMF la expresion de la perforina en células NK
CD56*/CD16* y en las células T CD8*. También encontramos el LHF3 que
presenta deficiencias en MUNC13-4 y con la CMF se puede valorar su
expresion en plaquetas. También es Util para el diagndstico de esta patologia
la evaluacién de la liberacién de granulos citoliticos mediante la expresiéon de
CD107a por células T citotdxicas o células NK(28,34,46)

A Control Patient

it ﬁ Figura 9. Histograma del estudio de expresion de proteinas en
{ I pacientes con sospecha de linfohistiocitosis hemofagocitica
\ familiar. Comparacion de la expresion de Perforina en un control y

un paciente con LHF-2 (A). Comparacién de la expresién de
eerforin —— % Munc13-4 en un control y un paciente con LHF-3 (B)

Control Patient

*El histograma sombreado corresponde con el control de isotipo.
[10]
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IV. Diseases of immune dysregulation.
a : Hemophagocytic Lymphohistiocytosis HLH & EBV susceptibility

Hemophagocytic Lymphohistiocytosis (HLH) | [ Susceptibility to EBV |
Hypopigmentation: Familial Hemophagocytic | | mws - s msawr | | gay associaied HUH Figura 12. Tabla descriptiva de las
Lymphohistiocytosis infections, EBV associated lymphoma .z
R Syndromes: Gecessed N e fucom g 9 B¢ | | XL, XLPT SHIDIA enfermedades de desregulaciéon
[ T and Tc: Poor activation, proliferation, o " -
o To rial o wrandoge : ;
- | e o ect featiros Togerod by EBV del sistema inmune.
NI Be. Increased activated Te. CD70  deficiency®. . D70 (TNFSF3). infection:
Chediak Higashi Sd. LYST Decreasad to absent NK and CTL

Recurrent infections, fever, HSM, blseding

tendency,

dysunction. Giant lysasomes (WBC),

Hodgkin ymphoma, autoimmunity in | | lymphoproiiferation,  Aplastic
some patients. Reduced IgM, 126, iEA | | anemia, Lymphoma

(75%) and reduced Ag-specfic Ab
— . e, .
pogushe  neukgeal || L cloney (FHLZ)PRFL responsss (50%). Bepoor mibudy 214 | | o mumagotuinana [Fuente]: Clasificacion fenotipica

memory_responses. Telow Treg, poor | | ASConUiNcT ol Impaied NK
Hvation and functi

activities (cylotoxicity andlor
degranuiation)

neutropenia, cytopanias, Specific hair mé:;n)euunmunyﬁ ccccc y (FHL3). T .- ;"ainr:dmm-;nm;ﬁfww de |a |U|S de 2019 para |DP

e e Syntaxin 1 deficiency (FHLA). STX11.
T T T | STXBPZ/MunclB-2 deficiency (FHL5)
Griscelli Sd type 2. RABZTA.

Fever, HSM, cybpenias; Specific hair FAAP24 deficiency* FAAP24. =
‘shaft anomaly EBV-driven lymphoproliferatve disease. z n':r:iﬁ' Splenamegaly, lympha-
o e m— =t i s o Low ighand e aion, Colls 120,
autologous EBV transformed Bc. NI NK hepatitis.

Hermansky Pudiak sdtype 2. APIBT. call function
Recurrert infections, puimanary fibrosis,

SAP defiiency (FCM)
T

STXBP2. Enkeropathy

- XL, XLFZ. XIAP.

Low
KT calls. Increased T cells

SLGTAT deficiency. SLCTAT.
Dlesting

s i, e, St sorem s mwnt
tendency, shvesiar protenosi Hyper-
hair shall anomaly. B e i " . wd | | inuced cell deat (AICD)
| TeanaNKosfucson other malignancy, sty Ig W o 4. mor T | | Nomal NK and CTL Gybtoxic
MEsTe LT ackvity. XIAP def (FCM)
Hermans ky-Pudisk syndrome, type 10% bigh €4, pace fnction - iy : [‘ )
o eoplsla [XMEN)". MAGTLXL. BV i AR, CD27 deficiency .
Oculocutaneous  albinism, severa infections. Giycmyiation disorder. Some CD27 (TNFRSF7).
Low recart thymic emigrart cal,
nautropenia, recurrent infections, saizures, Features triggered by EBV
hearing loss and L infection,
PRMCD. Recurvert. infeciors, GV chroric infection, ympheproifertion,
dalay . P Low gt high €05 Be low iNKTe lymphama. Low Ig

Sindrome linfoproliferativo autoinmune (ALPS): Se trata de una patologia que
se caracteriza por una homeostasis erratica de linfocitos que conlleva una
linfoproliferacion crénica no maligna, citopenia en varios linajes y un mayor
riesgo de linfomas malignos(47). En la mayor parte de los pacientes se
encuentran mutaciones en genes que regulan la via extrinseca de muerte
celular programada mediada por Fas (FAS), el ligando de FAS (FASL) y
caspasa-10 (CASP10). Los pacientes con ALPS se caracterizan por
linfoadenopatias crdnicas, junto a una expansion de células T TCRa/B+CD4-
CD8- circulantes, denominadas células DNT(28,34).

Sindrome de Inmunodeficiencia, Poliendocrinopatia, Enteropatia, ligado a X
(IPEX): Es un sindrome ligado al cromosoma X. Se caracteriza por la presencia
de mutaciones en el gen FOXP3, afectando a la funcidén de las células T
reguladores CD4+ y elevada expresién de CD25+(48). Estas células se
caracterizan por el control de la respuesta en procesos autoinmunes.
Mediante CMF se puede estudiar el nivel de expresion de CD25, asi como del
factor de transcripcién FOXP3. Los pacientes con SDR IPEX presentan un
nimero bajo o ausente de células T reguladoras. El cuadro clinico incluye
enteropatia severa, endocrinopatias como diabetes o tiroiditis y dermatitis
eccematosa. Asi como predisposicion a infecciones y mayor riesgo de
linfomas(34,43).

Haploinsuficiencia de CTLA4 y deficiencia de LPS responsive beige-like anchor
Protein (LRBA) : La molécula CTLA4 es expresada por células T activadas y
transmite una sefial inhibitoria a estas. Estos pacientes muestran una
expresion reducida de CTLA4 en células de T CD4+ y FOXP3+ activadas. Esta
mutacidén también se ha encontrado en pacientes con IDCV e IPEX con clinica
de enteropatia y citopenias(49,50). Por otra parte, LRBA también comparte
manifestaciones clinicas con ICDV e IPEX. Un denominador comun de estas
dos patologias son las infecciones recurrentes y enfermedades
linfoproliferativas debido a la aparicién temprana de autoinmunidad severa.
LBRA estd localizado en las vesiculas endosomales junto con CTLA4. La
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deficiencia de LRBA aumenta el recambio de CTLA4, lo que provoca la
disminucion de niveles de la proteina CTLA4 y en FOXP3b que es un regulador
y de la activacion convencional de células T. La co-localizacion de estos dos
genes pueden explicar el defecto comun de ambos(34,51).
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6. Fenocopias de IDP asociadas con Auto-anticuerpos

Candidiasis mucocutdnea cronica (CMC): Se caracteriza por padecer C.

Albicans presentando de forma persistente o infecciones recurrentes de la
piel, las ufias y las mucosas(52). Estos pacientes tienen disminucién de
niveles de células Th17. Su causa son mutaciones con ganancia de funcién en
STAT1, que derivan en un bloqueo de la diferenciacion de linfocitos Th17 que
estan involucrados en la respuesta a patégenos extracelulares(53). El analisis
de CMF permite identificar a las células Thl7 por sus marcadores de
superficie CD4+ y receptor de quimiocinas CCR6+CXCR3- ademas de estudiar
los niveles elevados de STAT1 fosforilados que persisten tras la estimulaciéon

IFN-g de monocitos
STAT1(34,54,55).

de pacientes

X. Phenocopies of PID I

Associated with

Somatic Mutations

Associated with
Auto-Antibodies

Splenomegaly, lymphadenopathy;
autoimmune cytopenias. Defective lymphocyte apoptosis.

ALPS-SFAS
(somatic mutations in TNFRSF6)/ ALPS-FAS

(ALPS type Im)

RALD. RAS-associated autoimmune leukoproliferative
disease. (ALPS Like); N-RAS GOF, K-RAS GOF
Sporadic; granulocytosis, monocytosis/ALPS-like

Cryopyrinopathy, (Muckle-Wells /CINCA/NOMID-like
syndrome). NRLP3.
Urticaria-like rash, arthropathy, neurclogical symptoms

Hypereosinophilic syndrome due to somatic mutations
in STATSh. STATSb. GOF.
Atopic dermatitis, urticarial rash, diarrhea. Eosinophilia.

Chronic mucocutaneous candidiasis (isolated or with
APECED syndrome) AutoAb to IL-17 and/or IL-22.
Endocrinopathy, chrenic mucecutanecus candidiasis ICMC.
Germline mutation in AIRE

Adult t immi with

mycobacteria. Auto-Ab to IFNg.
Mycobacterial, fungal, salmenella, VZV infections MSMD or CID.

lity to

Recurrent skin infection. AutoAb to IL-6.
Staphylococcal infections / STAT3 deficiency

Pulmonary alveolar proteinosis . AutoAb to GM-CSF.
Pulmenary alveolar proteinosis, cryptecoccal meningitis,
disseminated nocardiosis/C SF2RA deficiency

Acquired angiooedema . AutoAb to C1 inhibitor.
Angioedema /C1 inhibitor deficiency

Atypical Hemolytic Uremic Syndrome . AutoAb to Factor H.

Spontaneous activation of the altemative complement pathway

Thymoma with hypogammaglobulinemia (Good syndrome)
AutoAb to various cytokines. Invasive bacterial, viral or
opportunistic infections, autoimmunity, PRCA, lichen planus,
cytopenia, colifis, chronic diarrhea. No B cells.

con aumento de funcidn en

Figura 12. Tabla descriptiva de
las fenocopias de IDP asociadas
a autoanticuerpos.

[Fuente]: Clasificacion

fenotipica de la IUIS de 2019
para IDP.
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1.5.7.

Defectos congénitos del fagocito (defectos funcionales).

Enfermedad granulomatosa crdnica (EGC): Esta patologia es causada por

defectos en el complejo de la NADPH oxidasa(56), responsable de la
respiracion fagocitaria que genera anién superdxido y otras especies
reactivas de oxigeno. Hay mutaciones del complejo NADPH (gp91phox,
p22phox, p47phox, p67phox y p40phox) que estan asociadas a las formas
autosomicas recesivas y ligadas al cromosoma X. La mas frecuente es la
forma ligada al X (gp91phox). Su diagndstico se estimando la produccién de
superdxido y se evalia mediante citometria tras la oxidacién de Ia
dihidrorodamina en rodamina (compuesto fluorescente) que es facilmente
detectable en el citémetro. La clinica de esta patologia esta caracterizada por
la aparicion de mas infecciones debido a que la funcién bactericida de los
fagocitos se ve muy afectada(43).

V. Congenital defects of phagocyte.

b : Functional defects

| Syndrome associated

No Syndrome associated:
DHR assay (or NBT test) ?

Cystic fibrosis.
CFTR. AR.

Pancreatic insufficiency,
Respiralory infections

elevated sweat chioride

Papilion L efévre . CTSC.

Periodontitis, palmoplantar

hyperkeratosis in some patients

Localized juvenile
periodontitis .
FPR1.

Periodontitis only

[i-Actin . ACTB

Mental retardation, short stature

Leukocyte adhesion deficiency

Skin infections evolve to large uicers.
Leukocytosis with neutrophilia
(WBC > 25000)

LAD I.
ITGB2

Delayed cord separation with
omphalitist++, no pus formation, lack.
of inflammation is observed in
infection area. Periodontitis leads lo
early loss of teeth. Severity of the
disease correlates with the degree of
deficiency in CD18 (FCM). (WBC
20,000-150,000 with 60-85 %
neutrophils)

LAD Il (Congenital disorder of
glycosylation, type llc) SLC35C1
Recurrent infections. Mild LAD type 1
features with hh-blood group, growth
retardation, developmental

delay , facial dysmorphism
(depressed nasal bridge).

LAD

FERMT3

Severe bacterial infections and
severe bleeding disorder. Platelet
aggregation assay.

Normal

Abnormal

GATA2 def. GATAZ, AD.

Susceptbilty to
Mycocbacteria, Papilloma
Viruses, Histoplasmosis,
L Alveolar

CGD:
Early onset of ra and
RN ACEIBAL ARG, W™
Iymph nodes, skin), and eventually inner
structures (iver, spleen, bones, brain, and
+++ hepatic abscess). Autoinflammatory
phenotype, IBD

proteinosis,
myelodysplasial AML/
CMML . Multi lineage
cytopenias. Low NK.

Pulmonary alveolar
proteinosis

CSF2RA, AR. CSF2RB",
XL

Affected cells: Alveolar
macrophages. Affected
fonction: GM-CSF

signaling

g respiratory,
urinary or gastraintestinal tracts.
Inflammatory bowel disease (Crohn's like
disease) and perianal disease : up 1030 %

Pathogens ! typically catalase negative
bacteria (S. aureus and gram-negative
bacill, Aspergillus
Burkholderia copa

marcascens. In developing coun
: adverse eflects in up 1020 %,
Microscopic granuomas.

XL CGD: CYBB (gpdis=)
NCF1 (paT=), AR
CYBA (p227>), AR

NGF4 (pate=), AR

NCF2 (p67%==), AR
CYBCT=, AR

Rac2 def*. RAC2.
wound healing. LAD phenotype

(leukocytosis).

GEPD def Class |. GEPD. Infections.

Figura 13. Tabla descriptiva de
los defectos congénitos del
fagocito, en concreto los
defectos funcionales.

[Fuente]: Clasificacion
fenotipica de la IUIS de 2019
para IDP.

Las IDP aqui expuestas no son todas las conocidas y recogidas en la Clasificacion de la
IUIS, pero son las mas prevalentes dentro de la practica clinica y las mas descritas(34).

2. OBIJETIVOS

»

Revision de historias clinicas de los pacientes con sospecha de IDs seguidas en la
Consulta de Inmunologia del HUMV.
Describir los hallazgos clinicos mas frecuentes en los pacientes con IDs.

Correlacionar los estudios de CMF realizados en los pacientes en seguimiento
por ID con los distintos fenotipos clinicos.
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3.

4.

MATERIAL Y METODOS

Este estudio de investigacién consta de dos partes, una primera donde se realizd
una revision bibliografica sistematica sobre la CMF y sus aplicaciones clinicas
centrado en su papel en las IDP, su funcionamiento y como obtiene los resultados,
seguridad y conocimiento que aplicado a la clinica nos puede llegar a aportar.

En la segunda parte de este trabajo, se selecciond una muestra de 458 pacientes
gue presentaban al menos un estudio y analisis de inmunofenotipo mediante CMF
en el Servicio de Inmunologia del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla
(HUMV) de Santander (Cantabria, Espafia) desde enero de 2017 hasta diciembre de
2021. La recogida de datos se llevd a cabo mediante la revision detallada de las
historias clinicas. La hoja de recogida de variables clinicas se describe en el Anexo-1
Tras obtener todos los datos y variables, dentro del contexto de haber sido
seleccionados debido a la realizacién de un inmunofenotipo, se seleccionaron los
pacientes que presentaban una IDP, descartando todos aquellos que presentaban
una IDS (como VIH o secuelas post SARS-CoV-2). Finalmente, obtuvimos una
muestra de 233 pacientes con IDP. Para llegar a los resultados de nuestro estudio,
la base de datos fue recogida en Microsoft® Excel donde se recopilaron todos los
datos recogidos de las historias clinicas de los pacientes incluidos. Posteriormente,
los datos se analizaron mediante el programa estadistico SPSS (versién 19.0)
utilizando la Prueba U de Mann-Whitney para comparar las medianas de variables
no paramétrica. El nivel de significacion estadistica se ha establecido cuando el valor
de p <0,05.

RESULTADOS

Resultados 4.1: Descripcion de la Cohorte estudiada

Tras la revision de las historias clinicas de los pacientes con ID seguidos en consulta del
Servicio de Inmunologia desde el afio 2017 hasta finales 2021, se describen los
siguientes diagndsticos en los pacientes:

e NOUREWN

[y
o

[
N =

13.
14.

70 Inmunodeficiencia Comun Variable (IDCV).

45 Déficit aislado de IgA (DSIgA).

19 Hipogammaglobulinemia primaria.

19 Déficit de subclases de IgG (DSSIgG).

18 Hipogammaglobulinemia secundaria a RTX, a corticoides o NASH.
11 Linfopenia: linfocitos B: 3 /linfocitos T: 8

6 Minima banda monoclonal Kappa.

3 Alteracién cociente CD4/CDS.

. 2 Agammaglobulinemia ligada al cromosoma X (XLA) o Agammaglobulinemia de

Bruton.

. 2 Sindrome de DiGeorge (deleccién 22q.11.2).
.2 Sindrome de activacion macrofagica (SAM). Mutacion NLCR4. Sindrome

autoinflamatorio de tipo CAPS.
2 Déficit de lectina fijadora de manosa (gen MBL 2).
1 Inmunodeficiencia combinada severa (IDCS).
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15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

1 Sindrome de Blau (mutacién R334Q del gen NOD2/CARD15).

1 Encefalitis por herpes simple debido al virus herpes simple tipo 1 (VHS1).

1 Sindrome de déficit de WDR1.

1 Sindrome de HiperlgM.

1 Sindrome de Hiper IgE.

1 Sindrome auto inflamatorio con mutacién JAK 1-2.

1 Deficiencia de CTLAA4.

24 otros. En este grupo encontramos ID no clasificadas hoy en dia. Igualmente, en
este grupo se encuentran los pacientes menores de 8 afios diagnosticados de déficit
de IgA los cuales no se consideran un diagndstico definitivo hasta que cumplen esa
edad.
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= 70 IDCV

= 45 Déficit selectivo de IgA

= 19 Déficit de subclases I1gG

= 19 Hipogammaglobulinemia 12

= 18 Hipogammaglobulinemia 22 a RTX, corticoides o NASH

= 11 Linfopenia: linfocitos B: 3 /linfocitos T: 8

m 6 Minima banda monoclonal Kappa

m 3 Alteracion cociente CD4/CD8

m 2 Agammaglobulinemia ligada al cromosoma X (XLA) o
Agammaglobulinemia de Bruton

= 2 Sindrome de DiGeorge (deleccion 22q.11.2)

m 2 Sindrome de activacion macrofagica (SAM). Mutacién
NLCR4. Sindrome autoinflamatorio de tipo CAPS.

m 2 Déficit de MBL

= 1SCID

= 1 Sindrome de Blau (mutacion R334Q del gen NOD2/CARD15)

= 1 Sindrome de HiperlgM
1 Sindrome de déficit de WDR1
= 1 Sindrome de HiperlgE
= 1 Encefalitis por VHS1
m 1 Sindrome autoinflamatorio con mutacién JAK 1-2
= 1 Deficiencia de CTLA4

m 24 Otros

Figura 13.
Descripcion de los
diagndsticos

definitivos de la
Cohorte estudiada
tras la revision de las
historias clinicas de
los pacientes con IDs
seguidos en consulta
del  Servicio de

Inmunologia del
Hospital
Universitario
Marqués de

Valdecilla desde el
afo 2017 hasta
finales 2021.
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Muchas de las IDPs se dan en edad pediatrica, siendo fundamental un diagndstico
precoz. Para ello existen programas de cribado neonatal para identificar cuanto antes la
IDP y comenzar tratamiento profilactico. Ademas, la fundacién Jeffrey-Modell (57), ha
descrito una serie de signos y sintomas clinicos de alarma que nos pueden hacer
sospechar de una IDP entre los que destacan: antecedentes familiares, infecciones
graves, recurrentes...(58). De esta manera, para la recogida de los datos clinicos de las
historias de los pacientes con IDP, se siguieron las pautas marcadas por el modelo de
Jeffrey-Modell (Anexo-1).

Se recogieron datos de antecedentes familiares y personales de los pacientes. En las
historias de 104 pacientes (44,6%) figura algun antecedente familiar de interés, siendo
el mas frecuente la presencia de tumores (19,7%), seguido de historia de enfermedad
autoinmune (11,6%), enteropatias (9,0%) y citopenias (1,7%).

En el grupo de IDP estudiado, la caracteristica mas frecuente fue historia de infecciones
previas (81,1%), dentro de las cuales un 50,2% fueron recurrentes, ademas, un 28,8%
requirieron ingreso y de estos pacientes un 19,3% toman tratamiento profilactico. Un
42,1% presentd historia de enfermedades autoinmunes (AU), entre las cuales destacé
la presencia de Psoriasis en un 7,14%; Artritis Reumatoide y DM1 en un 5,10%
respectivamente; LES, enfermedades tiroideas y PTlI en un 4,08% igualmente. Las
citopenias represento a un 33% de los pacientes de estos se encontrd pancitopenia en
un 28,58%; anemia en un 41,56 %; trombocitopenia en un 23,38%; linfopenia en un
22,08; neutropenia en un 16,89% y leucopenia en un 9,09%. En el caso de los tumores
un 15,5%, de los cuales un 10,7% se trataban de tumores sélidos mientras que un 4,7%
fueron hematoldgicos. Finalmente, se encontré un 12% de enteropatias, en el que la
enfermedad celiaca representaba un 25%; la enfermedad de Crohn, la intolerancia a la
lactosa y cuadros de dolor abdominal, diarreas, estrefiimiento, representaban
respectivamente el 14,28%; la colitis eosinofilica, el sindrome Intestino Irritable y
sindrome de malabsorcidn y la proctitis representaban un 7,14% respectivamente.

Finalmente, se observd que un 21,9% de los pacientes diagnosticados de IDs en
seguimiento se les administra tratamiento sustitutivo (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcion de los hallazgos clinicos mas frecuentes obtenidos en la muestra de
pacientes con ID (n=233)

VARIABLES N %
Edad 43,06 + (24,066)
(Media+ SD)
Género 124 53,2
(Mujeres)

Pacientes con 104 44,6
Antecedentes
Familiares (A.F.)
Tipos de A.F.
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Enfermedad 27 11,6
Autoinmune

Enteropatias 21 9,0

Citopenias 4 1,7

Tumores 46 19,7
Pacientes con
antecedentes
personales (A.P)

Enfermedad 98 42,1

autoinmune

> Psoriasis 7 ool
> DM1 5 5,10
> Artritis ' 5 5,10
Reumatoide
> Enfermedad 4 4,08
tiroidea
> LES 4 4,08
> PTI 4 4,08
» Vitiligo 3 3,06
> Vasculitis 2 2,04
» Enfermedad de
Behcet 1 102
» Sindrome de
1 1,02
Sjogren
» Sindrome )
antifosfolipidico
Enfermedad infecciosa 189 81,1
» Infecciones
recurrentes
» Infecciones por 117 61,9
ingreso 67 35,45
» Tratamiento
profilactico 45 23,81
Enteropatias 28 12,0
» Enfermedad
Celiaca v =
» Enfermedad de
4 14,28
Crohn
» Intolerancia a la 4 14,28
lactosa
» Colitis 2 7,14

eosinofilica



> Sindrome

Intestino Irritable 2 7,14
> Sindrome de
malabsorcion
> Proctitis 2 7,14
. 2 7,14
> Intolerancia al
gluten 1 357

> Dolor abdominal,
diarrea, cambios

habito intestinal 4 14,28
Citopenias 77 33,0
> Pancitopenia 22 28,58
» Trombopenia 3 11,69

» Leucopenia
. 1 1,30

» Neutropenia
> Linf . 7 9,09
Lin op.enla 12 15,58
» Anemia 26 33,78
Tumores 36 15,5
> Hematoldgicos 11 4,7
> Sélidos 25 10,7
Tratamiento 51 21,9

sustitutivo

Resultados 4.2. Estudio de subpoblaciones linfocitarias en ID

Resultados 4.2.1. Estudio de subpoblaciones linfocitarias en ID con Autoinmunidad

Tras la revision de las historias de las ID, se describen 98 pacientes (42,06%) con historia
de enfermedad autoinmune. Al agrupar los pacientes con IDs en funcidn del diagndstico
de enfermedad autoinmune, se comparan los parametros demograficos y de
subpoblaciones linfocitarias entre los grupos (Tabla 2). El grupo de pacientes seguidos
en consulta con ID con antecedentes de autoinmunidad esta compuesto de manera
significativa por mas mujeres y con mas edad que el grupo sin historia previa de AU.
Comparando el componente humoral entre los grupos se observa unos niveles de IgA
en suero mas elevados en pacientes con AU de manera significativa, sin embargo, la
frecuencia de los linfocitos B (CD19+) esta mas reducida. En cuanto al componente
celular, en el grupo con AU se observa una disminucion significativa del nUmero absoluto
de linfocitos y de la proliferacién por PHA. De igual modo, encontramos diferencias
significativas en la subpoblacién de Th1, la cual se encuentra aumentada en pacientes
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con AU. Para el resto de las variables no se observaron diferencias significativas (ver

resumen en Tabla 2).

Tabla 2. Comparacion de las subpoblaciones linfocitarias en ID con antecedentes de

Autoinmunidad

Variable Grupo =NO Grupo =Si Valor p
N; % Mujeres; Mediana (Rango
Mediana (Rango Intercuartilico); %
Intercuartilico Mujeres
Numero de | 135 98 -
Pacientes
Género 58/135 66/98 <0.001*
Edad (afios) 36,6 (9,9-58,3) 58,9 (42.8-68.3) <0.001
C3 (mg/Dl) 107,6800 125,2750 pNS
C4 (mg/Dl) 24,1200 25,7650 pNS
IgG(mg/DI) 764,4000 779,0000 pNS
IgA (mg/DlI) 81,30(27,41-143,84) 209,03 (125,70- 0.001
268,00)
IgM (mg/Dl) 72,13 75,75 pNS
IgG1 (mg/Dl) 452,0000 445,0000 pNS
IgG2 (mg/Dl) 221,10 228,30 pNS
1gG3 (mg/Dl) 51,3000 52,2000 pNS
IgG4 (mg/Dl) 16,00 13,60 pNS
Bnaive (%) 69,0000 66,7100 pNS
Bswitched (%) 9,6400 12,4700 pNS
Bunswitched (%) 14,5000 13,3200 pNS
CD19 (%) 11,850 (7,195-17,310) | 7,725 (5,393-13,415) | <0.001
CD3 (%) 70,9800 72,1800 pNS
CD4 (%) 41,4800 44,8200 pNS
CD4 Naive (%) 34,6600 34,7650 pNS
CD4 NaiveAbs | 242,0000 201,0000 pNS
(cel/ul)
CD4 TCM (%) 36,5800 34,6650 pNS
CD4 TCM Abs (cel/ul) | 243,0000 202,0000 pNS
CD4 TEM (%) 19,7000 22,2050 pNS
CD4 TEM Abs (cel/ul) | 145,0000 129,5000 pNS
CD4 TEMRA (%) 1,0800 1,2600 pNS
CD4 TEMRA Abs | 7,0000 6,5000 pNS
(cel/ul)
CD4 Tregs (%) 6,4600 5,9500 pNS
CD4 TregsAbs | 49,0000 37,0000 pNS
(cel/ul)
CD4/CDS8 (ratio) 1,7300 1,8900 pNS
ATP intracelular | 486,00 564,50 pNS
(ng/ml)
CD45/CD11a (%) 100,0000 100,0000 pNS
CD45/CD11b (%) 100,00 100,00 pNS
CD45/CD18 (%) 75,0000 100,0000 pNS
CD8 (%) 24,7600 24,5700 pNS
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CD8 Naive (%) 32,3350 25,6400 pNS

CcD8 NaiveAbs | 116,0000 87,0000 pNS

(cel/ul)

CD8 TCM (%) 11,5550 12,8850 pNS

CD8 TCM Abs (cel/ul) = 65,0000 45,5000 pNS

CD8 TEM (%) 29,3700 25,3450 pNS

CD8 TEM Abs (cel/ul) | 136,0000  (72,0000- @ 75,5000 (49,7500 — | 0.022
230,0000) 183,5000)

CD8 TEMRA (%) 15,7500 21,1200 pNS

CD8 TEMRA Abs @ 83,0000 71,0000 pNS

(cel/ul)

Citotoxicidad Células = 9,7400 7,5600 pNS

NK (%)

NK (CD16/CD56) (%) | 13,3650 13,7400 pNS

Numero Absoluto 220,00 (131,50- 134,00 (56,25- | <0.001

CD19 (cel/ul) 398,00) 221,25)

Nimero Absoluto | 1453,00 (1077,00- | 1111,50 (803,25- | <0.001

cD3 (cel/ul) 2017,00) 1421,75)

Nimero Absoluto @ 865,00 (609,00- 689,00 (416,50- | <0.001

CDA4 (cel/ul) 1203,00) 910,50)

Nimero Absoluto | 503,00 (373,00- | 366,50 (260,25- | <0.001

CDS8 (cel/ul) 713,00) 499,50)

Numero Absoluto 250,00 (168,75- 207,50 (122,00- 0.011

NK (CD16/CD56) 402,00) 339,50)

(cel/ul)

Numero Absoluto de | 2036,00 (1499,50- | 1515,00 (1047,00- | <0.001

linfocitos (cel/ul) 2936,50) 1983,00)

Plasmablastos 0,0000 323,1900 pNS

Proliferacion por | 0,97 0,98 pNS

Anti-CD3

Proliferacion por | 1,02 (0,69-2,09) 0,76 (0,54-0,91) 0.027

PHA

Subpoblacion Th1l 19,9000 (14,9475- | 28,0800 (24,1300- | 0.040

(%) 23,0575) 46,2800)

Subpoblacion Th17 | 6,7100 4,8800 pNS

(%)

Subpoblacion Th2 | 0,9800 0,9100 pNS

(%)

T emigrantes | 30,4900 29,2300 pNS

recientes timicas (%)

T emigrantes | 326,0000 303,0000 pNS

recientes timicasAbs
(cel/ul)

# Se utiliza el test de Chi-cuadrado para evaluar la relacidn entre el género y enfermedades autoinmunes.
El resto de las variables se contrastan con el test de U-Mann Whitney representados por la medianay el
rango intercuartilico (cuando se observan diferencias significativas).
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Resultados 4.2.2. Estudio de subpoblaciones linfocitarias en ID con Infecciones previas

Se encontrod historia de infeccion en 189 pacientes (81,1%). No se observaron diferencias
significativas tanto en género como en edad entre los grupos con y sin infeccion previa.

Los niveles séricos de IgG1l estdn aumentados en el grupo de ID que han tenido
infecciones previas. Sin embargo, con relacién a los linfocitos B (LB), los LB naive se
encuentran aumentados en el grupo con infecciones a expensas de los linfocitos B con
cambio de isotipo que estan significativamente disminuidos en este grupo. Respecto a
las subpoblaciones de linfocitos T colaboradores, tanto el % como el numero absoluto
de los linfocitos T CD4+ naive y de los linfocitos T reguladores se encuentran disminuidos
en el grupo de infecciones. Sin embargo, el % de los linfocitos CD4 TCM esta
significativamente aumentado. Finalmente, el % de CD8 esta significativamente
aumentado en pacientes con infecciones previas. En cuanto al resto de las variables no
se observaron diferencias significativas (ver resumen en Tabla 3).

Tabla 3: Comparacién de las subpoblaciones linfocitarias en ID con antecedentes de
infecciones

Variable Grupo =NO Grupo =Si Valor p
N; % Mujeres; Mediana Mediana (Rango
(Rango Intercuartilico Intercuartilico); %
Mujeres
Numero de | 44 189 -
Pacientes
Género 25/44 99/189 pNS
Edad (afios) 56,02 (32,58-64,94) 47,59 (17,31-62,94) pNS
C3 (mg/DI) 120,4850 109,8800 pNS
C4 (mg/DlI) 32,3600 (23,9800- 23,6900 (17,6975-27,7250) 0.005
35,5375)
IgG (mg/DlI) 601,4200 794,0000 pNS
IgA (mg/DI) 152,12 111,00 pNS
IgM (mg/Dl) 67,31 76,43 pNS
1gG1 (mg/Dl) 321,5000 (232,5000- 465,5000 (350,2500- 0.031
655,5000) 669,7500)
IgG2 (mg/DI) 208,90 226,05 pNS
IgG3 (mg/Dl) 47,0000 52,7550 pNS
IgG4 (mg/DI) 13,30 15,65 pNS
B naive (%) 59,6300 (45,6000- 70,2700 (55,9000-78,8400) 0.025
72,7200)
B switched (%) 14,5600 (8,2000- | 9,9300 (4,8700-16,0000) 0.005
26,9300)
B unswitched (%) 15,3500 13,6500 pNS
CD19 (%) 10,550 9,930 pNS
CD3 (%) 69,7650 71,9100 pNS
CD4 (%) 44,9800 41,8850 pNS
CD4 Naive (%) 45,5400 (31,9600- 32,7550 (17,7075-48,1000) 0.006
68,4950)
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CDh4 NaiveAbs | 447,0000 (233,0000- | 188,0000 (64,0000- | 0.002

(cel/ul) 899,5000) 339,0000)

CD4 TCM (%) 28,6600 (19,7000- | 37,2400 (25,1250-47,8125) 0.047
37,7000)

Ch4 TCM  Abs | 271,0000 218,0000 pNS

(cel/ul)

CD4 TEM (%) 14,5500 21,3300 pNS

CD4 TEM Abs | 141,0000 142,0000 pNS

(cel/ul)

CD4 TEMRA (%) 1,6100 1,0800 pNS

CD4 TEMRA Abs | 13,0000 6,0000 pNS

(cel/ul)

CD4 Tregs (%) 5,9700 6,3200 pNS

CcD4 TregsAbs | 62,0000 (38,5000- | 37,0000 (19,5000-62,5000) ' 0.026

(cel/ul) 110,0000)

CD4/CDS8 (ratio) 2,1300 (1,5800-2,8050) | 1,7400 (1,1175-2,2775) 0.006

ATP intracelular | 456,00 511,50 pNS

(ng/ml)

CD45/CD11a (%) - 100,0000 pNS

CD45/CD11b (%) - 100,00 pNS

CD45/CD18 (%) - 100,0000 pNS

CD8 (%) 21,2200 (16,6725- | 25,3750 (19,0375-32,0725) | 0.007
26,8600)

CD8 Naive (%) 45,2900 26,0300 pNS

CcD8 NaiveAbs | 162,0000 97,0000 pNS

(cel/ul)

CD8 TCM (%) 10,3200 12,2700 pNS

CD8 TCM  Abs | 61,0000 51,5000 pNS

(cel/ul)

CD8 TEM (%) 24,4800 27,6300 pNS

CD8 TEM  Abs | 99,0000 98,5000 pNS

(cel/ul)

CD8 TEMRA (%) 14,5200 21,2400 pNS

CD8 TEMRA Abs | 53,0000 83,5000 pNS

(cel/ul)

Citotoxicidad 17,5700 11,8300 pNS

Células NK (%)

NK (CD16/CD56) | 13,3800 13,4800 pNS

(%)

Nimero Absoluto 214,00 160,00 pNS

CD19 (cel/ul)

Numero Absoluto | 1254,50 1299,00 pNS

CD3 (cel/ul)

Nimero Absoluto 861,50 751,00 pNS

CD4 (cel/ul)

Nimero Absoluto 414,50 443,00 pNS

CDS8 (cel/ul)

Nimero Absoluto 237,00 227,00 pNS

NK (CD16/CD56)
(cel/ul)
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Numero Absoluto
de linfocitos
(cel/ul)
Plasmablastos
Proliferacion  por
Anti-CD3
Proliferacion  por
PHA
Subpoblacion Thl
(%)

Subpoblaciéon Th17
(%)

Subpoblacién Th2

(%)

T emigrantes
recientes timicas
(%)

T emigrantes
recientes

timicasAbs (cel/ul)

1787,50

0,58

0,62

13,8000

5,8200

0,2880

35,9500

409,0000

1789,00

31,0000

0,98

0,93

22,8750

5,0450

1,0250

29,7000

298,5000

pNS
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS

pNS

pNS

# Se utiliza el test de Chi-cuadrado para evaluar la relacion entre el género e infecciones. El resto de las
variables se contrastan con el test de U-Mann Whitney.

Resultados 4.2.3. Estudio de subpoblaciones linfocitarias en ID con historia de

enteropatias previas

En consideracién a la correlacion entre las variables analizadas y la presencia de
enteropatias en nuestra muestra de pacientes con ID no hemos encontrado diferencias

significativas (ver descriptivo de las comparaciones en la Tabla 4).

Tabla 4. Comparacion de las subpoblaciones linfocitarias en ID con antecedentes de

enteropatias

Variable Grupo =NO
N; % Mujeres;
Mediana (Rango

Intercuartilico

Numero de | 205

Pacientes

Género 110/205

Edad (afios) 48,37 (21,82-62,94)

C3 (mg/DI) 118,0000

C4 (mg/DI) 25,0900

IgG (mg/DI) 769,0450

IgA (mg/Dl) 129,36

IgM (mg/DlI) 76,43

IgG1 (mg/Dl) 438,0000

Grupo =Si
Mediana (Rango
Intercuartilico); %
Mujeres

28

14/28

46,06 (22,49-65,31)
108,9900

25,3000

756,6650

78,25

71,94

524,0000

pNS
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS

Valor p
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IgG2 (mg/Dl) 226,05 222,50 pNS
IgG3 (mg/DI) 51,4000 64,9000 pNS
IgG4 (mg/DlI) 15,25 10,00 pNS
B naive (%) 68,7000 65,1200 pNS
B switched (%) 10,4300 10,3400 pNS
B unswitched (%) 13,5750 16,2100 pNS
CD19 (%) 9,940 11,775 pNS
CD3 (%) 71,5100 72,1700 pNS
CD4 (%) 42,0100 42,9700 pNS
CD4 Naive (%) 34,6600 35,3350 pNS
CD4 NaiveAbs | 196,0000 302,5000 pNS
(cel/ul)

CD4 TCM (%) 35,5100 30,9500 pNS
CD4 TCM Abs (cel/ul) | 220,5000 264,0000 pNS
CD4 TEM (%) 20,2800 23,8950 pNS
CD4 TEM Abs (cel/ul) | 134,5000 176,0000 pNS
CD4 TEMRA (%) 1,0800 1,8500 pNS
CD4 TEMRA Abs | 6,5000 11,0000 pNS
(cel/ul)

CD4 Tregs (%) 6,4500 5,6000 pNS
CDh4 TregsAbs | 44,0000 38,0000 pNS
(cel/ul)

CD4/CD8 (ratio) 1,7900 1,7400 pNS
ATP intracelular | 489,00 598,50 pNS
(ng/ml)

CD45/CD11a (%) 100,0000 - pNS
CD45/CD11b (%) 100,00 - pNS
CD45/CD18 (%) 100,0000 - pNS
CDS8 (%) 24,4500 26,5800 pNS
CDS8 Naive (%) 29,0700 21,8800 pNS
CD8 NaiveAbs | 98,0000 120,0000 pNS
(cel/ul)

CD8 TCM (%) 11,5550 15,3200 pNS
CD8 TCM Abs (cel/ul) | 50,0000 64,5000 pNS
CD8 TEM (%) 26,3650 28,5750 pNS
CD8 TEM Abs (cel/ul) | 97,0000 136,0000 pNS
CD8 TEMRA (%) 20,1750 14,9950 pNS
CD8 TEMRA Abs 82,0000 57,0000 pNS
(cel/ul)

Citotoxicidad Células ' 16,1000 - pNS
NK (%)

NK (CD16/CD56) (%) | 13,4600 13,2500 pNS
Numero Absoluto 169,00 153,50 pNS
CD19 (cel/ul)

Nimero Absoluto | 1298,00 1292,00 pNS
CD3 (cel/ul)

Nimero Absoluto 766,00 746,00 pNS
CD4 (cel/ul)

Nimero Absoluto | 441,50 437,00 pNS
CD8 (cel/ul)
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Numero Absoluto | 237,00 207,00 pNS
NK (CD16/CD56)

(cel/ul)

Numero Absoluto de | 1808,00 1660,00 pNS
linfocitos (cel/ul)

Plasmablastos - 516,3300 pNS
Proliferacion por | 0,97 0,90 pNS
Anti-CD3

Proliferacion por | 0,94 0,66 pNS
PHA

Subpoblacion Th1l 24,1300 14,5500 pNS
(%)

Subpoblacion Th17 | 5,1600 3,9200 pNS
(%)

Subpoblacion Th2 | 1,1400 0,2800 pNS
(%)

T emigrantes | 29,6050 32,8250 pNS
recientes timicas (%)

T emigrantes = 303,0000 342,0000 pNS
recientes timicasAbs

(cel/ul)

# Se utiliza el test de Chi-cuadrado para evaluar la relacidn entre el género y las enteropatias. El resto de
las variables se contrastan con el test de U-Mann Whitney.

Resultados 4.2.4. Estudio de subpoblaciones linfocitarias en ID con historia de
citopenias previas

Tras la revision de las historias de las ID, se describen 77 (33,05%) pacientes con historia
de citopenias. Cuando se agrupan los pacientes con ID en funcién de la presencia o
ausencia de citopenias para el estudio de los parametros demograficos e inmunoldgicos.
No se observan diferencias significativas en el género ni en la edad entre los grupos.

Se observan diferencias significativas en el nimero absoluto de linfocitos en los
pacientes con historia de citopenias. Con respecto a las frecuencias relativas, se observa
un aumento en el % de CD3 y la subpoblacion CD8 naive.

Ademas, se encuentran diferencias significativas en el nimero absoluto de linfocitos T
CD3+, linfocitos T CD8 TEM CD19, y linfocitos NK (CD16/CD56). En el resto de los
pardmetros inmunoldgicos no se encuentran diferencias significativas (ver Tabla 5).
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Tabla 5. Comparacion de las subpoblaciones linfocitarias en ID con antecedentes de

citopenias
Variable Grupo =NO Grupo =Si Valor p
N; % Mujeres; Mediana (Rango
Mediana (Rango Intercuartilico); %
Intercuartilico Mujeres
Numero de | 156 77 -
Pacientes
Género 77/156 47/77 pNS
Edad (afios) 49,08 (24,04-64,38) 43,90 (19,47-61,25) pNS
C3 (mg/Dl) 120,1650 112,4000 pNS
C4 (mg/Dl) 25,2750 24,3950 pNS
IgG (mg/DlI) 738,5550 874,3250 pNS
IgA (mg/Dl) 137,01 98,59 pNS
IgM (mg/DI) 71,57 78,77 pNS
IgG1 (mg/Dl) 440,5000 457,0000 pNS
IgG2 (mg/Dl) 224,40 220,73 pNS
IgG3 (mg/Dl) 55,5500 44,4500 pNS
IgG4 (mg/Dl) 15,10 15,50 pNS
B naive (%) 66,5900 71,1400 pNS
B switched (%) 10,7400 10,0600 pNS
B unswitched (%) 13,9100 14,3300 pNS
CD19 (%) 10,550 9,325 pNS
CD3 (%) 70,6600 (63,9200- 74,6900 (64,3250- 0,010
76,4100) 82,2350)
CD4 (%) 41,6200 43,8500 pNS
CD4 Naive (%) 33,1700 42,8950 pNS
CD4 NaiveAbs | 240,0000 194,0000 pNS
(cel/ul)
CD4 TCM (%) 34,8000 35,4000 pNS
CD4 TCM Abs (cel/ul) | 223,0000 226,0000 pNS
CD4 TEM (%) 20,2800 21,4000 pNS
CD4 TEM Abs (cel/ul) | 144,0000 138,0000 pNS
CD4 TEMRA (%) 1,2600 0,7550 pNS
CD4 TEMRA Abs | 9,0000 4,0000 pNS
(cel/ul)
CD4 Tregs (%) 6,1100 6,4250 pNS
CD4 TregsAbs | 42,0000 38,0000 pNS
(cel/ul)
CD4/CDS8 (ratio) 1,7900 1,7900 pNS
ATP intracelular | 560,00 487,50 pNS
(ng/ml)
CD45/CD11a (%) 100,0000 - pNS
CD45/CD11b (%) 100,00 - pNS
CD45/CD18 (%) 100,0000 - pNS
CD8 (%) 24,4500 25,2600 pNS
CD8 Naive (%) 23,0900 (12,6900- 34,8800 (18,3400- 0,035
42,4700) 59,5400)
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CD8 NaiveAbs | 98,0000 114,0000 pNS

(cel/ul)

CD8 TCM (%) 12,4900 11,1500 pNS

CD8 TCM Abs (cel/ul) | 52,0000 49,0000 pNS

CD8 TEM (%) 30,1100 24,5500 pNS

CD8 TEM Abs (cel/ul) | 117,0000 (60,0000- 83,5000 (46,7500- 0,032
221,0000) 145,2500)

CD8 TEMRA (%) 20,6600 18,3300 pNS

CD8 TEMRA Abs 82,0000 63,0000 pNS

(cel/ul)

Citotoxicidad Células = 16,1000 12,5650 pNS

NK (%)

NK (CD16/CD56) (%) | 13,6300 12,2300 pNS

Numero Absoluto 198,00 (123,00- 133,50 (48,50- 0,007

CD19 (cel/ul) 342,00) 251,75)

Numero  Absoluto | 1305,50 (1053,25- | 1153,00 (734,00- 0,028

CD3 (cel/ul) 1827,25) 1749,50)

Nimero Absoluto 783,50 678,00 pNS

CD4 (cel/ul)

Nimero Absoluto | 461,50 431,00 pNS

CD8 (cel/ul)

Numero Absoluto @ 253,00 (179,50- 165,00 (106,00- | <0,001

NK (CD16/CD56) 414,00) 325,00)

(cel/ul)

Numero Absoluto de | 1899,00  (1443,00- 1660,00 (999,50- 0,005

linfocitos (cel/ul) 2543,00) 2276,50)

Plasmablastos 31,0000 161,5950 pNS

Proliferacion por | 0,97 0,99 pNS

Anti-CD3

Proliferacion por | 0,85 0,94 pNS

PHA

Subpoblacion Th1l 20,0900 27,3700 pNS

(%)

Subpoblacion Th17 | 6,7100 4,8800 pNS

(%)

Subpoblacion  Th2 | 1,0250 0,8200 pNS

(%)

T emigrantes | 27,7000 35,3850 pNS

recientes timicas (%)

T emigrantes | 292,0000 347,0000 pNS

recientes timicasAbs
(cel/ul)

# Se utiliza el test de Chi-cuadrado para evaluar la relacién entre el género y la presencia de citopenias. El
resto de las variables se contrastan con el test de U-Mann Whitney.
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Resultados 4.2.5. Estudio de subpoblaciones linfocitarias en ID con historia de tumores

Tras la revision de las historias de las ID, se describen 36 pacientes (15,45%) con historia
de tumores. Como se resumen en la Tabla 1, la mayoria (25/33) se trata de tumores
solidos frente a 8 hematolégicos. El grupo se analizé de manera conjunta para evitar
sesgos relacionados con tamafo muestral en los grupos. El grupo de pacientes con ID e
historia de tumores tenian de manera significativa mayor edad. Con respecto a las
variables de poblaciones linfocitarias, se encontré un descenso significativo en el
porcentaje de linfocitos T CD8 naive a expensas de los linfocitos T CD8 TEM. Para el resto
de las variables analizadas, no se observaron diferencias significativas (ver Tabla 6).

Tabla 6. Comparacion de las subpoblaciones linfocitarias en ID con antecedentes de

tumores

Variable

Numero de
Pacientes

Género

Edad (afios)

C3 (mg/Dl)

C4 (mg/Dl)

IgG (mg/DlI)

IgA (mg/DlI)

IgM (mg/DlI)

IgG1 (mg/Dl)

18G2 (mg/Dl)

IgG3 (mg/Dl)

1gG4 (mg/Dl)

B naive (%)

B switched (%)

B unswitched (%)
CD19 (%)

CD3 (%)

CD4 (%)

CD4 Naive (%)

CD4 NaiveAbs
(cel/ul)

CD4 TCM (%)

CD4 TCM Abs (cel/ul)
CD4 TEM (%)

CD4 TEM Abs (cel/ul)
CD4 TEMRA (%)

CD4 TEMRA Abs
(cel/ul)

CD4 Tregs (%)

CcD4 TregsAbs
(cel/ul)

Grupo =NO
N; % Mujeres;
Mediana (Rango
Intercuartilico
197

102/156
44,03 (16,63-60,35)
117,7900
24,8000
794,0000
121,00
73,94
466,0000
224,40
52,2000
14,30
66,7100
10,7400
14,0100
10,560
71,4700
42,4400
36,8850
240,0000

34,6650
226,0000
20,2700
142,0000
1,1050
8,0000

6,2800
48,0000

Grupo =Si
Mediana (Rango
Intercuartilico); %
Mujeres
36

22/36
66,15 (57,83-71,01)
105,4300
25,8500
619,1500
174,02
63,56
391,0000
225,10
49,9000
19,75
71,4000
10,0600
13,8400
8,285
72,0250
42,5100
28,6000
164,0000

37,9700
216,0000
25,7100
137,0000
1,2600
4,0000

5,9250
33,0000

pNS
<0,001
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS

pNS
pNS
pNS
pNS
pNS
pNS

pNS
pNS

Valor p
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CD4/CDS8 (ratio) 1,7950 1,7100 pNS

ATP intracelular | 491,00 486,50 pNS

(ng/ml)

CD45/CD11a (%) 100,0000 - pNS

CD45/CD11b (%) 100,00 - pNS

CD45/CD18 (%) 100,0000 - pNS

CD8 (%) 24,8300 22,7100 pNS

CD8 Naive (%) 31,9900 (16,8350- 16,5400 (11,6800- 0,017
52,2100) 27,1300)

CcD8 NaiveAbs | 108,5000 (65,0000- | 63,0000 (29,5000- 0,003

(cel/ul) 229,5000) 87,5000)

CD8 TCM (%) 12,2700 11,1500 pNS

CD8 TCM Abs (cel/ul) | 52,0000 48,0000 pNS

CD8 TEM (%) 25,9300 (16,0150- 39,8000 (16,0150- 0,006
35,2100) 35,2100)

CD8 TEM Abs (cel/ul) | 89,5000 155,0000 pNS

CD8 TEMRA (%) 18,8600 21,8000 pNS

CD8 TEMRA Abs 82,0000 75,0000 pNS

(cel/ul)

Citotoxicidad Células 16,1000 12,5650 pNS

NK (%)

NK (CD16/CD56) (%) | 13,3300 15,0600 pNS

Numero Absoluto 173,00 (108,00- 136,00 (45,50- 0,019

CD19 (cel/ul) 342,00) 236,25)

Nimero Absoluto | 1308,00 1126,00 pNS

CD3 (cel/ul)

Numero Absoluto 778,00 704,00 pNS

CD4 (cel/ul)

Nimero Absoluto | 453,00 396,50 pNS

CDS8 (cel/ul)

Nimero Absoluto 229,00 221,50 pNS

NK (CD16/CD56)

(cel/ul)

Nimero Absoluto de | 1876,00 1555,50 pNS

linfocitos (cel/ul)

Plasmablastos - 709,4700 pNS

Proliferacion por | 0,96 1,00 pNS

Anti-CD3

Proliferacion por | 0,97 0,79 pNS

PHA

Subpoblacion  Thl | 21,0600 37,7600 pNS

(%)

Subpoblacion Th17 | 5,4900 0,8000 pNS

(%)

Subpoblacion Th2 | 0,8650 1,4300 pNS

(%)

T emigrantes 32,3750 20,5650 pNS

recientes timicas (%)
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T emigrantes | 344,0000 (168,0000- | 208,0000 (111,7500- 0,029

recientes timicasAbs | 632,0000) 298,2500)

(cel/ul)
# Se utiliza el test de Chi-cuadrado para evaluar la relacidn entre el género y la presencia de tumores. El
resto de las variables se contrastan con el test de U-Mann Whitney.

. DISCUSION

Tras obtener los resultados de la cohorte acerca de las IDP se han comparado con otros
registros de IDP tanto nacionales como internacionales, para conocer si existen
diferencias entre los niveles de poblaciones linfocitarias y fenotipos especificos en
nuestro entorno. También se debe tener en cuenta la exposicidn segun los paises, pues
cada uno tiene diferentes contribuciones tanto genéticas como ambientales, las cuales
pueden influir al desarrollo o no de determinadas IDP y fenotipos clinicos.

El primer estudio que se revisd fue el “Registro espanol de Inmunodeficiencias Primarias
(REDIP)”. Este trabajo comenzé en 1993 y continud hasta febrero de 2001 en el cual se
registraron 2.050 casos de IDP procedentes de la gran mayoria de los hospitales
repartidos por todo el territorio espanol. Las alteraciones mas frecuentes encontradas
fueron DSIgA (797 registros) e IDCV (389). A estas dos patologias, le seguian IDCS (268),
déficit de complemento (207), XLA (87), y EGC(64). Respecto al estudio actual y teniendo
en cuenta el paso del tiempo se observa que siguen predominando la IDCV (70) y el
déficit aislado de IgA (DSIgA) (45) como las patologias mas representativas del grupo de
las ID. Por otra parte, otras patologias como la XLA (2) o la IDCS (1) también aparecen
en menor proporcion respecto al estudio comparativo.

Estos resultados obtenidos en comparacion con el estudio perteneciente al territorio
espafiol proporcionan una informacién en la que a pesar del paso del tiempo siguen
predominando las principales patologias como la IDCV y el déficit de IgA de forma global.
También se debe de tener en cuenta que el estudio actual se realizé Unicamente en la
comunidad de Cantabria, una comunidad pequeiia en Espafia respecto al estudio a
comparar que era representativo de toda la poblacién en la regidon de Espafia, por lo
tanto, se obtienen resultados con diferencias en las prevalencias de estas patologias, asi
como tener en cuenta el nimero de muestra de cada estudio. Ademas, el articulo de
REDIP también destaca la prevalencia de determinadas patologias segun qué zona del
territorio espafiol, por lo tanto, también puede ser una explicacién a las diferencias de
prevalencias encontradas con este estudio.

Otro registro que se compardé fue el uso de tratamiento sustitutivo, con
gammaglobulinas, en los pacientes con sus respectivas IDP. En el caso del estudio
comparado se utilizd en 638 pacientes (76%) frente a este estudio en el cual solo reciben
el tratamiento sustitutivo un 21,9%, es decir, 51 pacientes de los 233 de la cohorte(59).

El siguiente estudio para comparar se trata de “El registro italiano de Inmunodeficiencias
Primarias”, estos datos se recopilaron durante 20 afos, desde 1999 hasta 2019. Se
recogieron 3.352 casos de pacientes con IDP y fueron clasificados segun el IUIS 2019.
Los pacientes registrados se veian afectados predominantemente por déficit de Acs
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(63%) dentro de este grupo destacan la IDCV (913 registros), DSIgA (839) y XLA (189
pacientes). En cuanto al grupo de IDs combinadas o en asociacidon con caracteristicas
sindrémicas incluyeron pacientes afectados con WAS (139 pacientes), Sindrome parcial
de DiGeorge (SPDG) (482 pacientes), Ataxia-Telangiectasia (A-T) (85 pacientes) e Hiper
IgE (HIES) (49 pacientes). El grupo de IDs que afectan celular y humoral inmunidad
incluyd sdlo pacientes de IDCS (285 pacientes). Otros grupos que se estudiaron fueron
el de defectos congénitos del nimero o funcion de los fagocitos incluida la EGC (144
pacientes) y Neutropenia Congénita (NC) (19 pacientes). Pacientes con afectacién en
enfermedades de desregulaciéon inmune que comprendian Chediak-Sindrome de Higashi
(CSH) (11 pacientes), ALPS (13 pacientes), e IPEX (2 pacientes). Respecto a nuestro
estudio actual se sigue observando la prevalencia en la IDCV y el DSIgA, asi como el
Sindrome de Bruton y otras patologias como WAS e Hiper IgE. Por lo tanto, podemos
decir que siguen prevaleciendo las mismas patologias inmunes en la Europa
mediterranea. Por supuesto, se debe tener en cuenta la prevalencia mucho mayor
respecto a este estudio probablemente debido al mayor nimero de muestra, asi como
el tiempo el que se desarrollé.

En cuanto al tratamiento sustitutivo en el estudio de Italia solo se administraba a un 33%
de todos los pacientes diagnosticados con IDP. Este estudio se acerca un poco mas a la
prevalencia de este estudio que se lo administramos a solo un 21,9% de nuestros
pacientes diagnosticados por una ID(60).

Otro estudio europeo con el que se compara el actual estudio es el “Registro Nacional
Aleman de Inmunodeficiencias Primarias” en el periodo entre 2012 y 2017. Se obtuvo
una muestra de 2.453 pacientes. Las IDP mas frecuentes fueron IDCV (728 pacientes),
Déficit de Ac no clasificado (267), EGC (129), agammaglobulinemia (112), deficiencia
aislada de subclases de IgG (101), IDCS (83), ID no clasificada en 76 pacientes, 1D
combinada en 74 pacientes, Déficit de IgA selectiva (69), ataxia telangiectasia (A-T) (66),
SDG (65) y sindrome de hiper IgE (HIES) (55 pacientes). En este estudio, de nuevo,
volvemos a destacar la alta prevalencia de IDCV y DSIgA, aunque esta ultima en menor
proporcion. También encontramos un gran numero de pacientes con
agammaglobulinemia, déficit de subclases de IgG, IDCS, SDG e Hiper IgE como en este
proyecto. Sin embargo, hay una alta prevalencia de EGCy en la muestra de pacientes de
este proyecto no tenemos ninguna constancia el cual probablemente se deba a que
muchas ID segun la distribucién y organizacion de los diferentes servicios y hospitales se
veran contempladas o no dependiendo del origen de la muestra. Y de esta manera esa
patologia sea seguida por otro servicio, y no el de Inmunologia en el Hospital
Universitario Marqués de Valdecilla(61).

El siguiente estudio para comparar es el “Registro Nacional de IDP en Noruega”. Estos
datos se recogieron entre abril de 1998 hasta febrero de 1999. En el participaron un
total de 372 pacientes, la distribucion de estas enfermedades es la siguiente un 50,8%
corresponde a deficiencia de Acs, entre las que destacan IDCV (117), DSIgA (36), XLA
(15), Hiper-lgM (11), DSSIgG (10). A este grupo le sigue los Déficit de complemento 21%,
entre el que destacaba era el Déficit de C1 inhibidor (67). Un 12,4% se corresponde con
Sindrome de Inmunodeficiencia Combinada, entre las que destacan ICS (12),
Inmunodeficiencia primaria de células T-CD4 (1), WAS (8), Ataxia-telangiectasia (17) y
SDG (8). También se encontraron trastornos fagociticos en un 6,7%, e inmunodeficiencia
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asociada a otras enfermedades congénitas 9,1%. Respecto a este informe y al resto de
los analizados europeos destacamos una diferencia, la falta de registros de datos de
DSIgA frente a una gran proporcién de deficiencias de complemento, esto se debe a un
gran volumen de pacientes con angioedema hereditario(62).

Asi también, se realizé una revision en lugares fuera de Europa como en Japon. Desde
2007 hasta 2016 se recoge una base de datos 4.481 pacientes registrados. Sin embargo,
en este registro no solo hay datos de IDP sino también de Enfermedades Auto
inflamatorias, que a diferencia del trabajo actual solo se encuentran recogidas las IDP.
Por esta ultima razén, se encuentra que los mds comunes son los trastornos auto
inflamatorios (1.692), seguido de predominantemente deficiencias de Acs (624),
inmunodeficiencias combinadas con caracteristicas sindromicas (375), enfermedades de
desregulacién inmune (377), defectos congénitos de los fagocitos (343) e
inmunodeficiencias combinadas (170). Al igual que en Europa predominan las
deficiencias de Acs. Sin embargo, en esta poblacién lo que mas prevalece es la presencia
de enfermedades auto inflamatorias siendo un sesgo en este estudio debido a que no
estas patologias no son llevadas por el Servicio de Inmunologia en el HUMV(63).

El siguiente estudio internacional nos lleva a EE.UU. En este estudio se recogieron datos
de 19.884 adultos y 6.773 nifios, de aqui solo 23 pacientes fueron diagnosticados con
una IDP establecida. Entre ellas encontramos IDCV (35%), DSIgA (26%),
Agammaglobulinemia (13%), IDCS, DSSIgG y EGC (9% respectivamente). Podemos ver
que en esta poblacion la prevalencia de IDP es mucho mas reducida en comparacidn con
el resto de los estudios internaciones y nacionales que se han revisado. Aunque siguen
destacando como las mas prevalentes la IDCV, el Déficit de IgA y la
agammaglobulinemia(64).

El dltimo estudio que se revisod fue el segundo Informe del “Registro de Enfermedades
de inmunodeficiencia primaria en América Latina (LAGID1)”. En este estudio
participaron 3.321 pacientes procedentes de 12 paises de América Latina. La
distribucién de estas categorias y sus fenotipos en estos paises fueron la ID de Acs
(53,2%), en este grupo destacé el DSIgA; en relacion con inmunodeficiencias
combinadas (9.5%) la que mas se reporto fue la IDCS. En cuanto otro grupo de ID bien
definidas (22,6%) la ataxia telangiectasia fue la mas frecuente, seguida de HiperlgE y el
SDG. Un 3,3% se caracterizaban por enfermedades de desregulacion inmune; y un 2.8%
representaban el déficit de complemento. En este estudio también se correlacion los
hallazgos patoldgicos con los resultados de nuestro estudio(65).

Para acercarnos a los fenotipos mas tipicos de estas ID nos hemos basado en el ensayo
multicéntrico que realizé EUROCLASS en 2008, el cual desarrollé una clasificacién de
CMF de CVID segun el fenotipo de células B la cual desarrollo dos clasificaciones basadas
en la CMF. La primera parte de este ensayo fue la realizacion del fenotipado de células
B y el curso de la clinica en 303 pacientes con diagnéstico de IDCV y se demostrd una
significativa coincidencia de EGC, citopenia autoinmune y esplenomegalia. Asi también
se encontrd déficit de células B de memoria en pacientes que presentaban un mayor
riesgo de esplenomegalia y EGC. Por otra parte, otro estudio que se realizo fue la
expansion de células CD21 bajas, que se encargan de la maduracién de la afinidad, el
cambio de isotipo y la adquisicion de memoria de linfocitos B. Ante estos resultados se
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decidié adquirir esta nueva clasificacién en la que por una parte se encontraban
pacientes con células B casi ausentes (menos del 1%), con reduccién de células B de
memoria (menos del 2%) y otro grupo con expansion de transicion (mas del 9%) o una
proporcion de células B CD21 (mds del 10%). Con esta clasificacidn y la investigacion mas
profunda con la CMF se puede definir y correlacionar mejor los fenotipos clinicos
encontrados en IDCV como EGC, citopenia autoinmune y esplenomegalia(33).

A European consensus classification for CVID: EUROCIlass
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Figura 14. Clasificacion del consenso de Euroclass 2008.

Células B CD21 bajas (A). B indica el total de células B: smB, células
B de memoria conmutada, Tr, transicional y 21, CD21low Células B

(B).

* Los pacientes del grupo B con menos del 1% de células B no
fueron examinados en este estudio.
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Cuando se agrupan a los pacientes con ID seguidos en consulta en funcion de la
presencia de fendmenos autoinmunes, se observa que los pacientes son mayores y
mayor proporcion de mujeres. Esta observacion estd en linea con la presencia
mayoritaria de mujeres en muchas patologias de base autoinmune, ademas muchas
patologias autoinmunes se diagnostican a partir de la cuarta década de la vida, esta
podria ser una de las causas de que este grupo los pacientes tienen mas edad.

Un dato llamativo son los niveles aumentados de IgA en el grupo de pacientes con
historia de autoinmunidad, ya que el déficit de IgA se ha asociado a alguna enfermedad
autoinmune como la enfermedad celiaca. Sin embargo, esta diferencia puede estar
motivada por la edad de los pacientes, ya que los niveles de IgA en nifos no alcanzan
niveles significativos hasta los 5 afos. Este hallazgo puede estar mas relacionado con la
edad que con la patologia autoinmune.

Otro pardametro que puede estar relacionado con la edad es el nimero absoluto de
linfocitos, que estd disminuido en el grupo con historia de enfermedades autoinmunes,
en este caso se puede deber a diversos factores: linfopenia por edad, linfopenia por la
patologia autoinmune de base e incluso al tratamiento de la enfermedad autoinmune.
Por lo que, las diferencias observadas en el numero absoluto de diferentes
subpoblaciones linfocitarias estan sesgadas.

Sin embargo, si se encuentran diferencias significativas en la frecuencia relativa de
linfocitos B CD19+, estando disminuidas en el grupo de historia de AU. Esta observacién
puede ser debida a que, dentro de este grupo, haya pacientes tratados con Rituximab u
otros Acs monoclonales que tienen como diana los linfocitos B.

Por ultimo, se observa un aumento en la subpoblacidn Th1 en pacientes con historia de
AU. Este aumento podria deberse a que algunas enfermedades autoinmunes estén
mediadas por esta poblacidn efectora.

El grupo de pacientes con infecciones previas se caracterizd por un aumento del
porcentaje de LB naive y menor proporciéon de LB con cambio de isotipo. Esta
observacion podria ser debido a que en este grupo con infecciones previas podria estar
compuesto por pacientes con ID humorales, ya que en estas ID se da con mayor
frecuencia la presencia de infecciones [(66—68). Muchos de los déficits humorales son
debidos a un bloqueo en la maduraciéon de los LB, con aumento de los LB naive y
disminucién de los LB con cambio de isotipo.

Por el contrario, en el grupo de pacientes con historia de infecciones, se observa una
disminucion de subpoblaciones de LT con fenotipo naive CD4+ lo que puede reflejar un
estado de activacion de los LT CD4+ en el control de las infecciones. Dado que los
linfocitos T CD8+ tienen capacidad citotdxica frente a células propias infectadas por
virus, el aumento de los linfocitos T CD8+ puede deberse a que este tipo de infecciones
sean mayoritarias en este grupo de pacientes. Como no se ha profundizado en el tipo de
infecciones mayoritarias en este trabajo, no se puede asegurar que el sesgo de hacia LT
CD8+ no sea por el tipo mayoritario por infecciones, o por el aumento de incidencia
tumoral que también conllevaria un aumento de LT CD8+.
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En este proyecto no se han hallado diferencias significativas entre los analisis de
laboratorio medidas por CMF y los hallazgos de enteropatias de los pacientes revisados
a diferencia del resto de hallazgos clinicos comunes en las IDP. Por esto, se ha realizado
una pequefia revisidon en cuanto a las principales ID y los hallazgos comunes
gastrointestinales en estas. Segun los estudios realizados en inmunologia a lo largo del
tiempo las enteropatias representan entre el 5 % y el 50 % de las patologias en una IDP.
La diarrea y la malabsorcion son las manifestaciones mas comunes en muchas de las IDP.
Y se asocia una enteropatia diagnosticada mas definida a IDP con defectos en mas de un
componente del sistema inmunitario(69). Hablamos de los hallazgos clinicos observados
en este proyecto:

- IDCV: respecto a otras entidades dentro del grupo de deficiencia de Acs es al que
mas se relaciona con las enfermedades gastrointestinales de origen infeccioso o
no infeccioso debido seguramente a que es la patologia que globalmente tiene
mas deficiencias. Dentro de estas el sintoma mas comun es la diarrea infecciosa
aguda o crénica (20%—60%), lo que lleva al paciente a una pérdida de peso y
desnutricién. También se asocia atrofia de las vellosidades del ID provocando
malabsorcion, y diarrea y pérdida de peso de nuevo. Las neoplasias malignas
también son mds frecuentes en pacientes con IDCV en comparacion con la
poblacién general los linfomas de Células B no Hodgkin y los linfomas negativos
para el virus de Epstein-Barr son los que mas prevalecen. Alrededor del 10%-20%
de estos pacientes desarrollaran EG que se manifestara en el tracto Gl causando
diarrea y pérdida de peso(70).

-DSIgA: esta deficiencia esta asociada con varios trastornos inflamatorios del
intestino. Aumenta de 10 a 20 veces el riesgo de presentar celiaquia, aunque
también se comparte el componente genético a través de HLA estos pacientes
desarrollaran hiperplasia de criptas, aumento en el nimero de linfocitos
intraepiteliales, aplanamiento o acortamiento de las vellosidades, e infiltracion de
la ldamina propia con células linfoides que produce malabsorcién, diarrea,
esteatorrea y pérdida de peso. También es frecuente las infecciones que causan
diarrea cronica causadas por Giardia lamblia debido a que la falta de IgA secretora
permite la unidn y proliferacion de organismos en el epitelio intestinal. Esta
patologia también se caracteriza por la aparicion de hiperplasia nodular
linfoide(70).

- XLA: En esta patologia las manifestaciones Gl son las menos comunes que en
otras deficiencias de Acs. Las enfermedades inflamatorias intestinales o enteritis
representan hasta en un 10%. La diarrea crénica causada por la malabsorcion es
la manifestacién mds comun, asi como diarreas infecciosas por G lamblia,
Salmonella, Campylobacter, Cryptosporidium y rotavirus los cuales tienen afinidad
por estos pacientes(70).

- IDCS: Son frecuentes las infecciones Gl causadas por CMV vy rotavirus que
provocan diarreas persistentes y malabsorcion(70).

- Sindrome de Hiperlg-M: En este sindrome destacamos la frecuencia de la diarrea
de etiologia tanto infecciosa como no infecciosa. La infecciosa se ha
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correlacionado sobre todo con Cryptosporidium, Giardia, Salmonella vy
Entamoeba(70).

- ECG: La afectacidn Gl ocurre en aproximadamente el 80% de los pacientes y se
puede encontrar diarrea de etiologia no infecciosa, dolor abdominal, aftas orales,
fistula anal y enfermedad perianal, estas dos ultimas mencionadas son muy
sugestivas de esta patologia. La afectacion intestinal es mas prevalente en la
deficiencia de gp91phox ligada al cromosoma X en comparacién con otras formas
de ECG. También se puede encontrar disminucién de la actividad mecdnica
intestinal, obstruccién y ulceraciones a lo largo de todo el tracto Gl, siendo el colon
el mas frecuentemente afectado(70).

En el grupo de ID con historia de citopenias, se observa un aumento en el porcentaje de
linfocitos T CD3+, el resto de las diferencias se ven en nimeros absolutos de diferentes
subpoblaciones. Esta observacion estd sesgada por el descenso del niumero absolutos
de linfocitos en el grupo de pacientes con historia de citopenias. Aunque sélo se han
recogido 12 casos de linfopenias dentro del grupo con citopenias, esto podria ser
suficiente para ser la causa de las diferencias observadas.

Los pacientes con IDs con historia previa de tumores son significativamente mayores,
esta observacion corresponde con que el riesgo de apariciéon de tumores aumenta con
la edad de los sujetos(71).

Con respecto al estudio de subpoblaciones linfocitarias, se ha demostrado que juegan
un papel importante en el control tumoral los linfocitos que infiltran en el tumor (TIL)
que son mayoritariamente linfocitos T CD8+, estos TIL se encuentran exhaustos y tienen
una capacidad efectora disminuida en la progresion tumoral(72). En este trabajo se ha
observado que el fenotipo de los pacientes con ID con historia de tumor, tienen un
fenotipo de linfocitos T naive reducido mientras que tienen aumentado el porcentaje de
linfocitos T CD8+ memoria centrales. Este hallazgo es compatible con la funcién de los
CD8+ en el control del tumor.

Otro hallazgo en este grupo ha sido una reduccion de los linfocitos B que puede ser
debido al tratamiento de linfomas CD19. En este grupo se han descrito 11 neoplasias
hematoldgicas de los cuales Unicamente 1 de ellos se encontraba en tratamiento actual,
dado que este grupo estd compuesto Unicamente por 32 sujetos, consideramos que si
se debe a la patologia.

Por ultimo, los linfocitos recién emigrados del timo suelen ser mayoritarias en nifios, sin
embargo, con la involucion del timo, la frecuencia de linfocitos emigrados
recientemente del timo va disminuyendo(73). Este hecho hace que la diferencia
observada en este trabajo sea probablemente consecuencia de la diferencia de edad
entre los grupos.
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6. CONCLUSIONES

A.

Tras la revision de las historias clinicas de los pacientes con IDP en seguimiento
en la consulta de Inmunologia del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla
se observa que coincide con las frecuencias observadas en los distintos registros
tanto nacionales como internacionales de acuerdo a la clasificacién IUIS.

Los hallazgos clinicos mas prevalentes encontrados en este estudio fueron las
IDP por deficiencia de Acs, entre las que destacan la IDCV, el DSIgA, DSSIgG,
Hipogammaglobulinemia, XLA o Sindrome de Bruton. Siguiendo la clasificacion
de la prevalencia se hallé el grupo de afectacion de la inmunidad celular y
humoral, en este podemos distinguir la IDCS. Otro grupo que se observo es el IDP
con caracteristicas asociadas o sindrémicas con el SDG. Otros hallazgos que se
han observado son alteracién en el cociente CD4/CDS8, Sindrome de activacién
macrofagica (SAM), Sindrome autoinflamatorio de tipo CAPS, Déficit de MBL,
Sindrome de Blau, Encefalitis por herpes simple debido al virus herpes simple
tipo 1 (VHS1), Sindrome de déficit de WDR1, HiperlgM, Hiper IgE y otros.

De una muestra de 458 pacientes finalmente solo fueron accesibles 233 debido
a no presentar un diagnéstico final y definitivo. Asi también, de estos 233
pacientes en algunos casos hemos obtenido informacién que podria estar
sesgada ya que muchos de los fenotipos clinicos se presentaban como
secundarios y no como causa de una IDP. Por esta razén, el trabajo de
investigacion y resultados se refiere a IDs y no IDP, debido a los posibles sesgos
de la errata comentada.

Muchas de las ID encontradas en la IUIS o en otros estudios comparativos no han
sido contempladas en esta muestra de pacientes debido seguramente a la
gestidon organizativa del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, en los
cuales muchas de las ID no terminan en el Servicio de Inmunologia, y se tratan y
estudian en otros servicios como infecciosas, reumatologia, digestivo,
hematologia, etc.

Las manifestaciones clinicas asociadas orden de frecuencia fueron: infecciones,
enfermedades autoinmunes, citopenias, tumores y enteropatias.

Los sujetos con IDP e infecciones han mostrado un recuento poblacional
linfocitario caracteristico, observandose en los linfocitos B una disminucion de la
poblacién switched a expensas de un aumento en la poblacién B naive, al
contrario de lo que ocurre en los linfocitos T CD4, que muestran una disminucién
de su poblacién naive con aumento de su poblacién madura. Estas variaciones
en el recuento linfocitario parecen tener una asociacién con el factor infeccion.
Ademas, el déficit de linfocitos B maduros desencadena una inmunidad humoral
deficitaria, que predispone a la infeccién. La poblacién de linfocitos T CD8+ se
muestra aumentada sin observarse variacién alguna en de su forma naive, ante
lo que no se establece una asociacién directa con la infeccién, pudiendo afectar
otros factores.
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G. Los pacientes con IDP y citopenias presentan un aumento de linfocitos T CD3+.
El resto de los resultados aparecen en poblaciones absolutas las cuales podrian
estar sesgadas por el hallazgo de linfopenias en las citopenias de nuestra
muestra.

H. Los pacientes con IDP y tumores muestran una poblacién envejecida. Se obtuvo
un descenso de linfocitos T naive mientras que tienen un aumento en linfocitos
T CD8+ compatible con la funcidn de estos en el control del tumor. Ademas, se
encontrd una reduccién de los linfocitos B que sugiere una relacién directa con
las neoplasias. La disminucion de la poblacion T emigrantes puede estar sesgado
por la edad y la involucién del timo.

I. Los pacientes con IDP y enfermedades autoinmunes son en su mayoria mujeres
mayores. Muestran un descenso de las principales poblaciones de células T CD4
y CD8, descenso de las células B CD19+, un aumento de las IgA y un aumento
relativo de las poblaciones de células Thl. No se ha demostrado una relacion
directa de causalidad entre la enfermedad autoinmune y la linfopenia,
influyendo varios factores, a diferencia del aumento de Th1 que si parece estar
relacionado con los mecanismos de estas patologias. El descenso de las células B
CD19 + parece deberse al tratamiento con rituximab, asi como el aumento de
IgA puede estar sesgado por la edad.

J.  No hubo diferencias en las poblaciones identificadas mediante CMF en relacién
a la historia clinica de enteropatias asociadas.
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. GLOSARIO

CMF: Citometria de flujo

IDP: Inmunodeficiencias Primarias

ID: Inmunodeficiencias

IS: Inmunodeficiencia secundaria

HUMV: Hospital Universitario Marqués de Valdecilla
IUIS: Unidn Internacional de la Sociedad Inmunoldgica
Ac: Anticuerpo

Acs: Anticuerpos

Ag: Antigeno

Ags: Antigenos

Ig: Inmunoglobulina

FMO: Fluorescence minus one
ADA: deficiencia de Adenosina Desaminasa

IDCV: Inmunodeficiencia Comun Variable

IDCS: Inmunodeficiencia combinada severa
DSIgA: Déficit Selectivo de IgA

DSSIgG: Déficit Selectivo de Subclases 1gG

XLA: Agammaglobulinemia ligada al cromosoma X
DSIgG: déficit selectivo de I1gG

SDG: Sindrome de Di George

SPDG: Sindrome parcial de DiGeorge

HiperlgM: Hipergammaglobulinemia IgM

EGC: Enfermedad Granulomatosa Crénica

WAS: Wiskott-Sindrome de Aldrich

WAS: Sindrome de Wiskott-Aldrich

TLX: Trombocitopenia ligada al cromosoma X
SLPX: Sindrome linfoproliferativo ligado al cromosoma X
LHF: Linfohistiocitosishemafagocitica familiar

IPEX: Sindrome de Inmunodeficiencia, Poliendocrinopatia, Enteropatia,

ligado a X
CMC: Candidiasis mucocutanea cronica

ALPS: Sindrome Linfoproliferativo autoinmune
NC: Neutropenia Congénita
CSH: Chediak-Sindrome de Higashi
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