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Resumen

Antecedentes. La inmunodeficiencia comdn variable (IDCV) se caracteriza por la
disminucion de los niveles de 1gG, en el menos 2 SD por debajo del valor de referencia
ajustado con la edad, en conjunto con un importante decrecimiento de los niveles de IgA
o IgM. La fenotipificacion de las subpoblaciones de células B circulantes en los pacientes
IDCV provee perfiles asociados al riesgo de presentar esplenomegalia, citopenia
autoinmune y enfermedad granulomatosa, particularmente en aquellos pacientes con una

reduccion de células B de memoria con cambio de isotipo.

Métodos. Se reclutaron 24 pacientes con IDCV y 20 donadores sanos. Fueron aisladas
las PBMC's en donde se evaluaron los linfocitos totales, las subpoblaciones de células B
y T, asi como el receptor de 1L-21(IL-21R). Ademas, estas células fueron cultivadas en
medio RPMI conteniendo 100 ng de PMA + 1lug/ml lonomicina para evaluar la
produccion de IL-21 por ELISA. La fosforilacion de STAT3 (Y705) posterior a la
estimulacion por 15 min y 60 min con IL-21 recombinante, se determiné en células B

naive y de memoria.

Resultados. Los pacientes con una reduccion de células B de memoria con cambio de
isotipo mostraron una mayor frecuencia en células T foliculares circulantes (cThf)
(p=0.0225) y ligeramente menores porcentajes de células T reguladoras (Treg)
(p=0.0295) comparados con los donadores sanos. También se observo en estos pacientes
una similitud en la expresion de IL-21R en células B de memoria respecto a los donadores
sanos (p=0.1821). Los pacientes con una frecuencia normal de células de memoria con
cambio de isotipo tuvieron una mayor expresion de IL-21R en células de memoria,
comparada con las células de donadores sanos (p=0.0077). La estimulacion de PBMC’s
con PMA+IONOMICINA demostr6 una produccion de IL-21 muy parecida a las
muestras de donadores sanos en los pacientes con IDCV (p=0.6550). Esta cohorte de
pacientes mostré un incremento en la fosforilacion de STAT3 en células B de memoria a

los 60 min post estimulacion con IL-21 comparada con los donadores sanos.

Conclusidn. Los pacientes con IDCV muestran defectos en la expresion del receptor IL-

21R y en la sefializacion activada por I1L-21 en células B.
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Abstract

Background. Common Variable Immunodeficiency (CVID) is characterized by the
reduction of IgG levels, in at least 2 SD below age-adjusted reference range, along with
an important decrease of IgA or IgM levels. Phenotyping of circulating B cell subsets
provide profiles that were associated with a higher risk of splenomegaly, autoimmune
cytopenia and granulomatous disease, particularly in those with reduced switched

memory B cells.

Methods. 24 CVID patients and 20 controls subjects were included in the study. PBMC’s
were isolated and lymphocytes, B and T cell subsets and IL-21 Receptor in B Cell
subpopulations were evaluated. Also were cultured 24 hrs in RPMI contained 100ng
PMA + 1ug/ml lonomycin to assessed to IL-21 production by ELISA. pStat3 (Y705) were
determined in B naive and memory cells upon IL-21 stimulation at 15 and 60 min.

Results. Consistent with reduced switched memory, patients show a higher frequency in
cThf (p=0.0225) and lightly inferior percentages of Treg (p=0.0295) compared to HD.
Also, IL-21R MFI in memory B cells are close to HD (p=0.1821). Patients with normal
frequencies of switched memory cells have greater expression of IL-21R in relation to
HD (p=0.0077). Stimulation of PBMC’s with PMA-lonomicin, revel an alike 1L-21
production in total CVID and HD samples (p=0.655). This patient cohort shows an
increase of pSTAT3 in memory B cells at 60 min from CVID patients compared to HD
(p=0.0127).

Conclusion. CVID patients shows defects in IL-21R expression and an altered signaling

pathway activated by IL-21 in B cells.
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1. Introduccién.
1.1. Inmunodeficiencia comuan variable

Las inmunodeficiencias primarias (IDP’s) son grupo heterogéneo de enfermedades
ocasionadas por alteraciones genéticas en el sistema inmune. Estas anormalidades se
caracterizan por promover la susceptibilidad a infecciones, generalmente acompafadas
de autoinmunidad, linfoproliferacion, atopia, procesos granulomatosos y cancer'?. La
prevalencia de las IDP’s depende del tipo de inmunodeficiencia. Dentro de las mas
comunes se encuentra la inmunodeficiencia comun variable (IDCV), afectando a 1 en
25,000-50,000 individuos en poblacion caucésica y a nivel mundial representa méas del
12% de todos los pacientes diagnosticados con IDP’s 2. La IDCV es diagnosticada entre
los 20 y 40 afios o incluso después de los 60 afios. Pese a los esfuerzos por tener una
deteccidn oportuna, el diagnostico puede demorar hasta 6-8 afios posteriores a la aparicion

de la sintomatologia, subestimando asf su prevalencia 3.

La IDCV esta definida como una disminucion en las concentraciones séricas de IgG, IgA
y/o 1gM en pacientes de genero indistinto con sintomatologia de inmunodeficiencia >2
afios de edad y una causa no definida para la hipogammaglobulinemia (ej. inducida por
medicamentos, desordenes genéticos definidos como agammaglobulinemia ligada al
cromosoma X o anormalidades cromosémicas como la trisomia 21, entre otros)*°. En
afios recientes se han modificado los criterios de diagndstico, incorporando a la
recurrencia de infecciones, la presencia de manifestaciones autoinmunes, granulomatosis,
linfoproliferacion o un familiar con deficiencia de anticuerpos. Adicionalmente, se
incluye la disminucion de células B de memoria en <70%, comparado con valores
normales relacionados a la edad, y la ausencia de evidencia de una deficiencia profunda
de células T CD4". Estos criterios son aplicables cuando el paciente es mayor a 4 afios
debido a la necesidad de excluir otros desordenes inmunoldgicos como
hipogammaglobulinemia del infante, la cual se resuelve espontaneamente durante los

primeros afios de vida®.

1.2. Causas monogénicas en la etiologia de la enfermedad.
La mayoria de los casos de IDCV ocurren de manera espontanea y solo el 5-25% de los
pacientes tienen antecedentes familiares que indiquen inmunodeficiencia,
primordialmente autosomica dominante, como la deficiencia del antigeno asociado a
linfocitos T citotoxicos 4 (CTLA-4). Unicamente en el 2-10% de los pacientes se ha

identificado un desorden genético, el resto tiene causa indefinida’. Algunas de las
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alteraciones monogénicas descritas aparecen en la figura 2, dentro de las cuales se
encuentra la deficiencia del coestimulador inducible de células T (ICOS), esencial para

la formacion del centro germinal y la diferenciacion de células B; mutaciones en CD19,

en el factor de activacion de células B (BAFF); la deficiencia de la proteina de anclaje
tipo beige en respuesta a lipopolisacaridos (LRBA) o del inhibidor del receptor de células

T (CTLA-4)M78,
'/ —~NFKB1, 1.60%
~PIK3R1, 4.81%

" _VAV1, 0.53%
_~_~RAC2,053%
Z~"_-BLK, 0.53%
/_ _—IKZF1 (IKAROS), 3.21%
\

o PRKCD, 2.14%
-PLCG2, 2.14%
- -NFKB2, 5.35%

-IRF2BP2, 0.53%

gl - ~_-ICOS, 3.74%
\ \ ~_~TNFSF12 (TWEAK), 0.53%

~_~CD19,3.74%
—CD81,0.53%
CR2 (CD21),1.07%
MS4A1 (CD20),0.53%

B causa monogénica
0,
(estimado2-10% JNA ] Rz

I causa genética desconocida - - IL21R, 3.21%
genes modificados (prevalencia desconocida):
TNFRSF13B(TACI), TNFRSF13C(BAFFR), MSH5, MSH2,
MLH1, RAD50, FCGR2A, HLA-DQ/DR, ORC4L, CLEC16A, etc.

Figura 1. Participacion estimada de cada mutacion reportada dentro de la IDCV.

1.3. Clasificacion de pacientes con IDCV.
Basado en estos defectos indicados, es comin que los individuos afectados sean
clasificados por el fenotipo de células B y T presente, al igual que por la funcionalidad de
las células B in vitro. En cultivo, las células B de algunos pacientes son capaces de
producir inmunoglobulinas de manera normal, mientras que otros solo producen IgM o
ninguno de los isotipos. Al realizar la activacion celular via BCR o TLR7,8 y 9, algunos
cultivos provenientes de pacientes con IDCV no son capaces de efectuar un cambio de

isotipo, pero si la expansion de células B con la expresion disminuida de CD21”.

En conjunto con las manifestaciones clinicas, estas evidencias funcionales de las
diferentes poblaciones celulares son necesarias para definir la probable alteracion

causante de esta inmunodeficiencia.

En 2002, investigadores clinicos provenientes de Alemania, sugiere una clasificacion de
la IDCV basada en el fenotipo presentado por las células B y su relacion con las
manifestaciones clinicas (Figura 2). Un primer acercamiento es mostrado por Warnatz y

colaboradores, denominada la clasificacion de Friburgo, divide los pacientes en tres
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grupos bajo el anélisis de la expresion de IgM, IgD, CD27 y CD21. El grupo 1 considera
a los pacientes con una reduccion severa de céelulas B de memoria con cambio de isotipo

Paris Freiburg

Células B con cambio de isotipo normal

1gD " CD27" > 11% de células B | IgD"CD27" > 0.35% de LSP |

¥

MB2 | ‘ Grupo Il ‘

+  Esplenomegalia
- Granuloma

Células B de memoria o con cambio de isotipo reducidas

CD27 = 11% de células B | | IgD"CD27" < 0.35% de LSP
MBO MB1
CD27* < 1% - . Grupo la Grupo Ib
de células B dég(?éllilgyﬂ,s::o CDZ 1% incrementadas €D21= normal
I1gD*CD27* normal
- Esplenomegalia *  Esplenomesgalia - Linfoadenopatia
= Linfoadenopatia - Citopenia Autoinmune

- Granauloma

= Esplenomegalia
+  Granuloma

Células B severamente reducidas
| Células B <1% de LSP ]

Figura 2. Clasificacion por poblaciones de células B para la agrupacion de caracteristicas especificas asociadas a IDCV.
Células B con cambio de isotipo= CD19+CD27+IgD-; célula B transicional =CD19+IgMhi+CD38hi; LSP=linfocitos de sangre
periférica; Sm, memoria con cambio de isotipo; Tr, transicional.

(menos del 0.4% de los linfocitos), el grupo 2 representa el 25% de los pacientes y poseen

nameros normales de células B de memoria con cambio de isotipo, sugiriendo un defecto
posterior a la maduracién en centro germinal. EI grupo 1 se subdivide en 1a, el cual
presenta incremento de las células CD21'°" mayor el 20% del total de células B y una

relacion con la incidencia de esplenomegalia®.

Por otro lado, se encuentra el agrupamiento de Piqueras y colaboradores, denominada la
clasificacion de Paris. Esta considera un grupo MBO los pacientes con una disminucién
de células B de memoria CD27* por debajo del 11% del total de células B, que al igual
que la clasificacion de Friburgo, se relaciona con la aparicion de esplenomegalia. En los
otros grupos, MB1 muestra una reduccion de células B de memoria con cambio de isotipo

menor al 8%, y MB2 que no encaja con los otros criterios de los otros grupos™°.
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Cinco afios después, se lleva a cabo un consenso por diversos paises europeos
denominado EUROclass y publicado por Wehr C. y colaboradores, lograron obtener una
cohorte mas robusta con 303 pacientes, los cuales puede clasificar en 7 grupos. El grupo
B-, con todos aquellos pacientes con niveles <1% de células B son excluidos,
evidentemente por la incapacidad de clasificarse por la ausencia de estas subpoblaciones.
El grupo con células B de memoria con cambio de isotipo (smB+), con >2% de células B
de memoria con cambio de isotipo; el grupo con disminucion de células B de memoria
con cambio de isotipo (smB-), el cual presenta <2% de células B de memoria con cambio
de isotipo y una incidencia de esplenomegalia y granuloma del 52% y 17%,
respectivamente; el grupo con dismucion de células B de memoria con cambio de isotipo
y elevacion de frecuencia de células B transicionales (smB-Tr"9") | cuyas células de
memoria con cambio de isotipo estan disminuidas y >9%de células B transicionales, con
una mayor incidencia de linfoadenopatia del 57%; el grupo con dismucion de células B
de memoria con cambio de isotipo y frecuencia normal de células B transicionales (smB-
Tr"™), que, a diferencia del anterior, posee <9% de células transicionales. Para los
grupos con >2% de células B de memoria con cambio de isotipo, se consideran las células
con expresion de CD21. El grupo con células B de memoria con cambio de isotipo y
elevacion de frecuencia de células B CD21'°" (smB+21'°"), con niveles mayores al 10%
tienen una incidencia de esplenomegalia del 50%; el grupo con células B de memoria con
cambio de isotipo y frecuencia normal de células B CD21'°" (smB*21™™), en niveles
normales de expresion de poblaciones CD21'°% . De la misma manera se subclasifican los
individuos con <2% de células de memoria con cambio de isotipo en grupo con
disminucion de células B de memoria con cambio de isotipo y elevacion de frecuencia de
células B CD21"% (smB-21'""), cuya incidencia para la presencia de esplenomegalia y
granuloma es el mayor de todos los grupos en un 60% y 20%, respectivamente, y el grupo
con disminucidn de células B de memoria con cambio de isotipo y frecuencia normal de
células B CD21"% (smB-21"0™) 11,

1.4. Poblaciones celulares en IDCV
Pese a la variabilidad de manifestaciones en los pacientes con IDCV, la marca
caracteristica en este padecimiento son los niveles bajos de anticuerpos, lo que indica una
anormalidad funcional en los linfocitos B. Sin embargo, esto no es restrictivo para esta

estirpe celular ya que se requiere la participacion de otras células para la produccion de
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anticuerpos lo que da como resultado una disminucion de células B con cambio de isotipo

en la mayoria de los casos’.

1.5. Subpoblaciones de linfocitos B.

El proceso de diferenciacion a células de memoria con cambio de isotipo y células
plasmaticas de larga vida productoras de anticuerpos ocurre dentro de estructuras en los
foliculos de drganos linfoides secundarios, denominadas centros germinales. Dentro de
estas, podemos encontrar sitios especificos de seleccidn, la zona clara, e hipermutacion
somatica y proliferacion de las células B en la zona oscura. Algunas de las células B que
expresan la cadena variable del BCR que reconoce al antigeno presentado por las células
dendriticas foliculares en la zona clara, son seleccionadas y sufren un proceso de
diferenciacion en células plasmaticas con cambio de isotipo (CD19*CD38*IgM"IgD") que
expresan niveles moderados del factor en respuesta a interferén 4 (IRF4), lo que lleva a
la expresion de la proteina 6 del linfoma de células B (BCL6) y la enzima citidina-
desaminasa inducida por activacion (AICDA) la cual lleva a cabo la hipermutacion
somatica, dandole especificidad por el antigeno presentado (Figura 3). Los niveles de
IRF4 son cruciales, ya que al encontrarse elevados promueven la expresion de la proteina
1 de maduracion de células B (BLIMP1) y a su vez la de la proteina 1 de union a la caja
X (XBP1) que induce la maquinaria necesaria para que las células produzcan anticuerpos
y el incremento del receptor de quimiocina c-x-c de tipo 4 (CXCR4), lo que facilita la
migracion de las células plasmaticas a la zona oscura.
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Figura 3. Desarrollo de células plasmaticas y B de memoria en centros germinales.
Aparentemente las proteinas BCL6 y BLIMP1 son mutuamente excluyentes por lo que al

ser favorecida una de la otra, permite la formacién de centros germinales o la
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diferenciacion a células plasmaticas respectivamente. Se puede prescindir de STAT3 en
una respuesta independiente de células T, donde se encuentran bajos niveles de BCL6,
pero es crucial para la diferenciacién en centros germinales. BCL6 es un represor
transcripcional que inhibe la expresion de tres de los principales factores para el desarrollo
de células plasmaéticas, STAT3, IRF4 y Blimp-1, por lo que su disminucién es
fundamental. IRF4 inducido por la activacion por CD40/CD40L, regula de manera
negativa a BCL6, permitiendo un estado permisivo posterior a la diferenciacion de centros

germinales®?,

Este fendmeno requiere de un ambiente celular y de citocinas especificas,
primordialmente el proporcionado por las células T foliculares (Tfh). Las células Tfh
conllevan una comunicacion muy estrecha con la célula B mediante la interaccion de
moléculas de superficie como CD40/CD40L y ICOS/ICOSL, asi como la liberacién de
IL-4, IL-10 e IL-21%314,

Por otro lado, poco se conoce sobre los mecanismos para que una célula B adquiera un
fenotipo de memoria (CD19°CD27*1gM"1gD"). A diferencia de las células plasmaticas, se
postula un regulador maestro en la célula de memoria, sin embargo, se reportan niveles
elevados de la proteina 2 del linfoma de células B (BCL2), considerada uno de los factores
antiapoptéticos principales, y la proteina paired-box 5 (PAX5), la cual se mantiene en
estas células desde el proceso de maduracion durante la seleccidn en centros germinales,
y desaparece en las células cuyo destino es la produccion de anticuerpos. Se especula que,
en la zona clara, algunas de las células con una afinidad moderada por el antigeno
presentado no reciben suficientes estimulos por parte de las células Tfh para la
diferenciacion a células plasmaticas, lo que no favorece la expresion de CXCR4
impidiendo su migracion a la zona oscura, pero si reciben los suficientes para promover

su supervivencia por el incremento de moléculas de interaccion, como CD80/CD86%.

De acuerdo con un estudio realizado, por la Sociedad Europea de Inmunodeficiencias
(ESID, por sus siglas en inglés), en 303 pacientes con IDCV provenientes de 8 centros
europeos, es frecuente encontrar un porcentaje de células B dentro de los valores normales
minimos (9.7+£6.8% V.N. 6%-19%). Sin embargo, un 10% presento valores por debajo
del 1%. Dentro de los fenotipos mas comunes en estos individuos fue la disminucion de
las células B de memoria con cambio de isotipo en >58% de los pacientes (3.4 £ 5.2% de
las células B totales V.N. 6.5%-29.2%). El 10.5% de los 303 pacientes presentaba una
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severa reduccion <2% en los valores de células B de zona marginal (V.N. 7.2%-30.8%)
y un incremento de células B transicionales >9% en el 15% de 211 pacientes (V.N. 0.6%-
3.5%). De forma relevante, se describe un incremento de 13.3+13.4% de una poblacion
particular de células B denominadas CD21"°" en 229 de 303 pacientes (V.N. 1.1%-
6.9%)*. Estas células son identificadas con una baja expresion de los marcadores de
superficie CD21 y CD38, con un incremento de CD19. Una elevacidn en la frecuencia de
esta poblacion ocurre en sujetos que sufren IDCV con manifestaciones autoinmunes
comparado con aquellos sin autoinmunidad donde la frecuencia de estas células es menor
(22.54 vs. 10.2 p=0.037)°.

1.6. Subpoblaciones de linfocitos T.
Como se ha mencionado, en el proceso de diferenciacion de células plasmaticas se
requiere un ambiente celular y de citocinas que lo promuevan. Aunque en la mayoria de
los pacientes la frecuencia de células T se encuentre normal, en el 29% de 473 pacientes
se ha demostrado una disminucion en las células CD3+CD4+ circulantes, y en un estudio
de una cohorte de poblacion francesa con diagnéstico de IDCV, destacan las células T
CD4 ingenuas o naive con valores por debajo de la media presentada en sujetos sanos.
Aunado a esto, el 20% de 60 individuos de nacionalidad italiana con alteraciones en la
diferenciacion de células naive a células B con cambio de isotipo, se reporta una
disminucion en la secrecion de algunas citocinas como IL-2, IFN-y o IL-10, necesarias

para la diferenciacion celular’.

La evaluacion de las poblaciones celulares regulatorias en estos individuos revela su
correlacion con manifestaciones autoinmunes y autoinflamatorias en alrededor del 20-
30% de los pacientes. En 25 individuos estadounidenses con IDCV, la poblacion de
células Treg (CD4+, CD25low, CD127high, FOXP3+) de sangre periférica con o sin
activacion por anticuerpos monoclonales a-CD3/CD28, se encuentra disminuida con

respecto a individuos sanos.

1.7. Interleucinas involucradas en la diferenciacion y cambio de isotipo de
células B.

La diferenciacion de células B esta regulada por un gran niamero de citocinas, entre ellas

IL10, IL-6 e IL21, producidas por linfocitos Tth, lo que es necesario para el cambio de

isotipo y diferenciacion a células plasmaticas, no solo de células B maduras que no han
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estado en contacto con su estimulo antigénico (naive), sino también de células B de
memoria, incluyendo las que sufren o no cambio de isotipo (tabla 1).

Tabla 1. Contribucién de citocinas en el comportamiento de la célula B in-vitro.

Citocina Efecto en células B
CD40L Induce activaciony proliferacion
IL-2 Incrementa la proliferacion de las células estimuladas con CD40L. En conjunto con

otras citocinas incrementa la diferenciacién de células B activadas.

IL-4 Incrementa la proliferacion iniciada por CD40L y el reconocimiento por BCR. Induce
expresion de AICDA y el cambio de isotipo a IgG1, 1gG4 e IgE.

IL-6 Promueve la supervivencia y funcion de células plasmaticas en ensayos in-vitro.

IL-10 Promueve la proliferaciéninducida por CD40L y el reconocimiento por BCR. Induce
expresion de AICDA, BLIMP-1 y el cambio de isotipo a IgG1 e IgG3. En conjunto con
TGFPB el cambioa IgA.

IL-12 Induce la diferenciaciona células secretoras de IgM. Coopera con IL-6 para
aumentar la produccionde IgM.

IL-21 Incrementa la proliferacion iniciada por CD40L y el reconocimiento por BCR.

Induce expresion de BLIMP1, AICDA, BCL6, XBP1.

Induce cambio de isotipo a IgG1, 1gG3 e IgA1.

Promueve la diferenciacién a células plasmaticas secretoras de IgM, IgG, IgA e IgE.
Coopera con IL-4 para cambiode isotipoa IgG e IgE.

El proceso de diferenciacidon es de 10-100 veces mas evidente debido a la IL-21, con
respecto a la IL-10, por lo que su estudio de la primera ha tomado relevancia en la
actualidad®. En pacientes con IDCV con una disminucion de células B de memoria con
cambio de isotipo (CD19"CD27*IgM"), plasmablastos (CD19*CD27**CD38***IgM), y
concentraciones normales de células B de memoria sin cambio de isotipo
(CD19°CD27"IgM"), las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) son
incapaces de diferenciarse a células B de memoria en respuesta a los estimulos anti-CD40,
IL-21y anti-IgM comparado con controles sanos, demostrando la interrupcion de dichas
sefiales en pacientes con IDCV, indicando una falla aparente en los mecanismos regulados

por estos estimulos®®.

1.8. Interleucina 21 y su receptor.
Dentro de la familia de citocinas de tipo | se encuentra la IL-21, que esta codificada por
el cromosoma 4926-g27 en humanos. La IL-21 esta conformada por 131 a.a. formando
cuatro a-heélices. Su receptor, IL21R, esta codificado por el cromosoma 16 y se conforma
de 538 a.a. de una cadena a y la cadena y comun, la cual también existe en los receptores

para IL2, IL4, IL9, IL13 e IL15, entre otras.
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Es conocido que la IL-21 activa la via de sefializacion de la cinasa de Janus (JAK 1y 3)
quienes fosforilan al transductor de sefiales y activador de la transcripcion 3,1y 5 (STAT
3,1y 5). La IL-21 controla factores de transcripcion que son expresados en células que
mantienen su capacidad proliferativa como la proteina del linfoma de células B (Bcl-6),
la proteina de induccion de la maduracion de linfocitos B 1 (Blimp-1), JAK3y al supresor
de la sefializacién de citocinas (SOCS1 y 3). El IL-21R se encuentra mayoritariamente
expresado en linfocitos activados por lo que se piensa que actia como co-estimulante!’.
Los ratones carentes del receptor de IL-21, inmunizados con antigenos T dependientes,
presentan una disminucion de anticuerpos de tipo 1gG1 antigeno especificos, pero niveles
elevados de IgE comparado con ratones silvestres. Ademas, estos ratones se ven afectados
en la generacion de centros germinales y células plasmaticas de vida larga. A pesar de
que las células de memoria parecieran estar en niveles normales en los ratones cuyo
receptor de IL-21 se elimind, son incapaces de responder a un segundo reto con el
antigeno, indicando una carencia de especificidad®®.

La IL-6 y la IL-21 activan la via de sefializacién de STAT3, permitiendo el fendmeno de
diferenciacion. Se reporta que se puede prescindir de STAT3 en una respuesta
independiente de células T, donde se encuentran bajos niveles de BCL6, pero es crucial
para la diferenciacion en centros germinales'®, Como se ha mencionado antes, BCL6 es
un represor transcripcional que inhibe la expresion de tres de los principales factores para
el desarrollo de células plasmaticas, IRF4, Blimp-1, incluso STAT3, por lo que su
disminucion es fundamental. EI IRF4 inducido por la activacion por CD40/CD40L,
regula de manera negativa a BCL6, permitiendo un estado permisivo posterior a la

diferenciacion de centros germinales®?.

1.9. Transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3).
El STATS3 esté codificado en el cromosoma 12g13, tiene una longitud de 770 a.a. en su
isoforma principal a. Hay cuatro subtipos de la proteina, incluyendo las generadas por
“splicing” alternativo, STAT3a(92kDa), STAT3B(83 kDa), y las producidas por
procesamiento proteolitico, STAT3y(72 kDa) y STAT38(64 kDa)™. La isoforma B es
obtenida por “splicing” alternativo del exon 23 generando ¢l remplazo de 55 a.a. de a,
por 7 a.a. caracteristicos en . Los mecanismos que favorecen la expresion de las
diferentes isoformas permanecen desconocidos, sin embargo, se produce variacion en la
expresion entre cada una de ellas durante el proceso de diferenciacién de células de sangre
periférica CD34" estimuladas con G-CSF, SCF, IL-6, IL-3 y 5% de O. En estos ensayos
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se demuestra una preferencia en la expresion de la isoforma [ al noveno dia. A pesar de
ello, la presencia de activacion es mostrada principalmente por la isoforma o, mostrando
una fluctuacion minima durante toda la cinética de 16 dias (30%-50% de isoforma a con
respecto al total de STAT3 pY705)%,

La activacion clésica de las isoformas de STAT3 es debida a la fosforilacion por la cinasa
JAK en sudominio SH2 en el residuo Tyr705, permitiendo su dimerizacién y traslocacion
al ndcleo uniéndose a la secuencia canonica CCT(N)3GAA para modular la expresion
geénica.

Varias regiones de STAT3 son indispensables para la correcta regulacion de su actividad
en el ciclo de fosforilacion y desfosforilacion. la remocion de aproximadamente 50 a.a.
en el extremo terminal, resulta en una proteina que in vivo puede ser activada, dimerizar
y unirse al DNA, sin embargo, su forma fosforilada puede permanecer al igual que su
actividad hasta por 12 horas, comparada con la variante silvestre que no dura mas de 4
horas?!,

Esl STAT3 regresa al citoplasma debido a su desfosforilacién. Su activacion también esta
regulada por diferentes mecanismos, entre ellos, por SOCS3 (Figura 3)?2. En un modelo
de células AtT20, la activacion de la secrecion de la hormona adrenocorticotropina
inducida por el factor inhibitorio de leucemia (LIF) se abate cuando se inactiva STAT3.
LIF ademas induce la expresion de SOCS3 y al llegar a la sobreexpresion promueve una
disminucion de la fosforilacion de STAT3 y una baja en la secrecion de
adrenocorticotropina, el proceso de transcripcion, traduccion y activacion de SOCS3
demora aproximadamente 1 hora. Otras moléculas como SHP-1, una fosfatasa de tirosina
citoplasmatica encontrada de manera constitutiva, contiene dominios SH2 y posee
actividad como regulador negativo de receptores de citocinas, asi como de mediadores
fosforilados, como JAK en los primeros 20 min de ser fosforilado el sustrato?®>?4. Se han
descrito otras fosfatasas con potencial regulador de la via JAK3/STAT3 (PTPN9, SH2,
etc.) que, al encontrarse mutadas con una pérdida de funcidn, promueven la desregulacién
de STAT3 en linfoma de células B®.

1.10. Mutaciones asociadas a la ganancia de funcion de STAT3.
En 2007 se determind la mutacion de STAT3 que le conferia perdida de funcion (LOF),
caracteristica que le atribuyd ser la base genética del desarrollo de sindrome de hiper-IgE
(HIES) autosémico dominante, también conocido como sindrome de Job. Actualmente

se conocen 89 diferentes mutaciones, muchas de las cuales dan lugar a la perdida en su
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actividad debido a la disminucién en la fosforilacién de Y705 posterior al estimulo con
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Los pacientes con HIES poseen una clinica diferencial bien definida, ademas de los altos
niveles de IgE, como lo es la presencia de eczema, disminucion de la diferenciacion de
linfocitos Th17, asi como manifestaciones aparentes en el desarrollo facial, dentario,
articular y propension a fracturas entre otras alteraciones 0seas; caracteristicas que los
diferencia de los demas trastornos de inmunodeficiencia.

Por otro lado, han sido descritas multiples mutaciones que le confieren ganancia de
funcion (GOF) a STAT3 en pacientes con procesos de inflamacion y/o autoinmunidad
multiorganica severa o de inicio, linfoproliferacion, hipogammaglobulinemia,
susceptibilidad a infecciones y una falla severa en el crecimiento??. En cuanto a su
fenotipo, los pacientes GOF en STATS3 suele ser muy diverso, dificultando el diagnostico
y definicion clinica. Dentro de estas mutaciones se encuentran en el dominio de hélice
enrollada, como el cambio en K290N, promoviendo la actividad transcripcional de
STAT3 con fenotipo muy similar al observado en pacientes con diagnostico de
inmunodeficiencia comun variable (IDCV). A la fecha se han descrito diversas
mutaciones a lo largo de toda la proteina STAT3 que confiere una ganancia de funcion

(Figura 4), los cuales han sido confirmados in vitro por el ensayo de luciferasa®. .
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Figura 4. Representacion esquematica de las mutaciones reportadas de la proteina STAT3 con
ganancia de funcién. Todas las mutaciones han sido reportadas en al menos un paciente con
sintomatologia clinica para STAT3 GOF. Las mutaciones indicadas en negro, la actividad de ganancia
de funcion fue confirmada por ensayos in vitro usando la prueba de luciferasa o de manera ex vivo
determinando la fosforilacion de STAT3. Las mutaciones en azul, no se ha reportado actividad de
ganancia de funcion. N-ter= extremo amino terminal; CCD=Dominio enrollado en espiral; DBD=
Dominio de union al DNA; SH2=Dominio con homologia a Src 2; TAD=Dominio de
transactivacion?®



2. Justificacion
La IDCV es una de las inmunodeficiencias con mayor prevalencia a nivel mundial pero

debido a la heterogeneidad clinica y fenotipica se ha complicado su estudio. Dado que la
causa es de etiologia desconocida en mas del 90% de los afectados, mdultiples
investigaciones se han enfocado en determinar las causas directas e indirectas que
conlleven a un defecto en la diferenciacion de las células B. Los ultimos reportes indican
la relevancia de diversas citocinas en este proceso, catalogando a la IL-21 como uno de
los estimulos més potentes de las células B para la diferenciacion a células B de memoria
y células plasmaticas. Poco se conoce con respecto a su participacion en células B
maduras de pacientes con IDCV, por lo que una alteracion en la via de sefializacion

activada por esta citocina en la célula B podria explicar el fenotipo clinico de IDCV.

3. Hipdtesis.
Las células B maduras de pacientes con IDCV poseen alteraciones en la expresion del

receptor y de las moléculas involucradas en la via de sefializacion activada por I1L-21.

4. Objetivo general

Evaluar funcionalmente células B de pacientes con IDCV en respuesta a IL-21.

4.1. Objetivos Especificos:

1. Determinar las subpoblaciones de linfocitos B 'y T en PBMC’s de pacientes
con IDCV por citometria de flujo.

2. Evaluar la secrecion de IL-21 inducida por la estimulacion de PBMC’s.

3. Determinar la expresion del receptor de IL-21 en las células B naive y de
memoria de los pacientes de IDCV.

4. Determinar la fosforilacién de STAT3 en células B naive y de memoria, asi
como células inmortalizadas a partir de PBMC’s de pacientes de IDCV previa
y posterior a la activacion por los diferentes estimulos.

5. Metodologia

5.1. Pacientes y donadores sanos.
Se reclutaron 24 pacientes con diagndéstico de IDCV segun los criterios de la Sociedad
Europea de Inmunodeficiencias (European Society of Immunodeficiency; ESID) vy el
Grupo Panamericano de Inmunodeficiencia (Pan-American group for Immunodeficiency;
PAGID), siguiendo las guias de ética de la declaracion de Helsinki de 1975. Los pacientes

reciben terapia de remplazo de inmunoglobulinas cada 21-28 dias y se considero para la
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toma de muestra la ausencia de infecciones severas, terapia con agentes bioldgicos o
inmunosupresora. Adicionalmente se incluyen 20 sujetos sanos pareados por edad y sexo
segun los criterios mencionados en la tabla 2. El protocolo del estudio fue aprobado por

el comité de ética del Instituto Nacional de Pediatria (decision niumero 027/2016).

Tabla 2.Criterios de exclusién e inclusion de la poblacion de estudio. _
Muestras Inclusion Exclusion Eliminacion
Pacientes con IDCVY * Hombres y + Diagnostico atribuible a
mujeres con otras causas de
diagnostico de hipogammaglobulinemia.
IDCV segun los * Inmunodeficiencia
criterios de secundaria.
Conley y ESID. + No autorice el
+ Edad >4 anos. consentimiento * Muestra
informado. insuficiente.
* Abandono del
Controles * Hombres y + Presentar sintomatologia estudio.
mujeres de alteraciones
aparentemente inmunologicas .
sanos. « No autorice el
+ Edad >4 anos. consentimiento
informado.

IDCV: Inmunodeficiencia comun variable. ESID: Sociedad Europea de Inmunodeficiencias.

5.2. Obtencion de PBMC’s
Utilizando el sistema vacutainer con tubos heparinizados de 6 ml; se obtuvieron 18 ml de
sangre venosa de los pacientes y controles sanos. De la sangre total se separaron 0.5 ml
para determinar las poblaciones leucocitarias. El resto de sangre total se utilizd para aislar
las células mononucleares de sangre periférica (PBMC’s) mediante gradiente de Ficoll
(Histopaque®, Sigma-Aldrich, EEUU) en una proporcién 1:3 respecto a sangre total en
tubos Falcon de 15 ml. Se centrifugan 30 min a 1500 rpm a T.A. (Sorvall ST8R, Thermo
Fisher Scientific, EEUU) con aceleracidn y desaceleracion lenta. Posteriormente fue
tomada Unicamente la fraccion intermedia del gradiente, conteniendo las PBMC’s, y
lavada con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) 5 min a 1500 rpm. Se descartd el
sobrenadante y las células se resuspendieron en 1 ml de PBS y se cuantificaron por

hemocitémetro con azul tripano en una dilucién 1:10.

5.3. Determinacion de poblaciones celulares por citometria de flujo.
A partir de sangre periférica, se identificaron las diferentes poblaciones celulares

utilizando la siguiente combinacion de anticuerpos:

Se analizo la expresion de los marcadores de superficie celular por citometria de flujo
usando el BD FACSAria | (BD Biosciences, EEUU). La tincion se realizo en muestras

de sangre total incubados con la siguiente combinacion de anticuerpos monoclonales:
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Tabla 3. Descripcién de poblaciones celulares de acuerdo con sus

marcadores de diferenciacion celular.

Poblacion celular

Marcadores de diferenciacion

Células B

CD19*

Células B Naive

CD19* CD27 IgD*

Células B Memoria

CD19*CD27*

Células B Memoria con cambio de

isotipo

CD19* CD27* IgD°

Células B Memoria sin cambio de

CD19"CD27" IgD*

isotipo

Células Transicionales CD19" CD24™* CD38"*
Plasmablastos CD19" CD24 CD38"**

Células B CD21"" CD19* CD21"°% CD38"
Células T CD3*

Células T cooperadoras CD3* CD4*

Células T citotdxicas CD3" CD8*

Células T Foliculares circulantes | CD3* CD4* CD45RA CXCR5*
Células T Reguladoras CD3* CD4*CD25*CD127'W

Todos los anticuerpos fueron adquiridos de BD Biosciences, San Diego, EEUU. Las
muestras fueron incubadas por 20 min a T.A. en oscuridad y posterior a este tiempo, se
lisaron los eritrocitos con 500ul de solucion FACS de lisis (BD Bioscience) por 10 min.
Las células fueron lavadas con PBA (1% de albumina sérica bovina en PBS) y fijadas
usando 1% de formol en PBS.

5.4. Determinacion de receptor de IL-21 por citometria de flujo.
A partir de las PBMC'’s, se tifieron 1x10° células con mAb o-IL21R PE y los anticuerpos
respectivos para la identificacion de las subpoblaciones de células B (CD19 APC/ CD27
FITC. Las muestras fueron incubadas por 20 min a T.A. en oscuridad. Posteriormente,

las muestras se lavaron con PBA vy fijadas con 1% formol.

5.5. ELISA para cuantificar la produccion de I1L-21.
Se cultivaron 1x10° células en medio RPMI que contenia 100 ng/ml PMA + 1pg/ml

lonomicina durante 24 horas a 37° C, 5% de CO,. Después de la estimulacion, el
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sobrenadante se colect6 y se cuantifico mediante el kit ELISA para IL-21 humana
(Invitrogen, MA, EEUU) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las placas se
leyeron a 450 nm en un lector de placas Sunrise (TECAN, Méannedorf, Suiza). La
estimulacion de PBMC’s de cada paciente se evalud en conjunto con la muestra de un
donador sano al mismo tiempo, como control normal de activacion. Los resultados fueron
interpolados en la curva estandar que se realizé con la proteina provista por el fabricante,

obteniendo un limite de deteccién de 8-1000 pg/ml.

5.6. Inmortalizacion de células B
A partir del aislamiento de PBMC’s se contabilizaron 1x10° células contenidas en 500 pl
de RPMI 10% SFB y se le afiadieron 500 ul de sobrenadante de cultivo de la linea celular
B95-8 infectada con EBV, el cual fue filtrado a través de poros de 0.45 um. Para inducir
la inmortalizacion con mayor eficiencia se colocaron 20 pl de fitohemaglutinina (PHA) a
Img/ml y se incubaron durante 3-4 semanas a 37° C y 5% de CO,. Se consideraron
inmortalizadas aquellas muestras con formacion de cimulos celulares que sobrevivieron

mas de 5 semanas observadas bajo el microscopio.

5.7. Determinacién de pSTATS3 por citometria de flujo.
Para la induccion de la fosforilacion de STAT3, se colocaron 1x10° PBMC’s 0 5x10°
celulas inmortalizadas en tubos eppendorf de 1.5ul por condicion y fueron tefiidas con a-
CD19 APC y a-CD27 FITC durante 30 min, posteriormente fueron lavadas con PBA 1%
y centrifugadas 5 min a 1500rpm. Se desechd el sobrenadante y las células se
resuspendieron en 500ul de RPMI 1640 base (Gibco, CA, EEUU) y se incubaron a 4° C
por 30 min para llevar a las células a valores basales de fosforilacion. Una vez pasado el
tiempo, las células fueron estimuladas con 80 ng/ml de IL-21 recombinante resuspendida
en PBS durante 15 y 60 min a 37° C. Se utiliz6 como control negativo PBMC’s sin
estimulo incubadas bajo las condiciones ya mencionadas. Las células fueron fijadas a los
tiempos indicados con 80ul de formaldehido 14% durante 10 min y posteriormente
lavadas con PBA. Después, fueron permeabilizadas 30 min con 500l de metanol en hielo
y lavadas con PBA. A continuacion, se realizo su tincion con a-pSTAT3 (pY705) PE por
30 min a T.A. Se realizo un ultimo lavado antes de su lectura en el citometro. Se utiliza
un anticuerpo monoclonal de ratobn marcado con PE del isotipo IgG2a (BD Biosciences,

CA, EEUU) como control de isotipo.

5.8. Determinacion de pSTAT3 por Western Blot.
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Utilizando 1x10° PBMC’s 0 5x10° células inmortalizadas por condicidn, se estimularon
durante 15y 60 min a 37° C y 5%CO> con 80 ng/ml de IL-21 en 500 ul de medio RPMI
1640 base posterior a la incubacion por 30 min en hielo. Para las células inmortalizadas
se afiadié el tiempo de 120 min de incubacion con la citocina. Cada tiempo de
estimulacion contiene una condicién sin citocina como control negativo. Una vez pasado
el tiempo de estimulacion correspondiente, se concentraron las células al centrifugarlas a
1500 rpm durante 5 min a T.A. y se deshecho el sobrenadante. Las células fueron lisadas
con 50 ul buffer de lisis 1X (Cell Signaling Tech, MA, EEUU) durante 20 min en hielo.
Posteriormente, los lisados se centrifugaron a 14000 rpm durante 15 min a 4° C para
eliminar detritos celulares, se recuperd el sobrenadante y se cuantificd la proteina
utilizando el método de Bronsted-Lowry mediante el kit DC Protein Assay (BioRad, CA,
EEUU). Los lisados fueron desnaturalizados con buffer Laemmli y calentamiento a 70°
C por 10 min, seguido del corrimiento electroforético de 10 pg de proteina de los lisados
en un sistema SDS-PAGE al 10% de poliacrilamida a 95 V siguiendo el frente de corrida.
A continuacion, se realizo la transferencia de las proteinas en un sistema de transferencia
himeda a membranas de nitrocelulosa 0.2 um durante 90 min a 100 V (BioRad, CA,
EEUU). La expresion de proteina se evalu6 utilizando anticuerpos primarios producidos
en conejo contra STAT3 total dilucién 1:2000, pSTAT3 1:30000 y GAPDH dilucion
1:5000 (Abcam, Cambridge, RU) como control de carga incubandolos toda la noche a 4°
C. Se lavo el exceso de anticuerpo con TBS-Tween %0.01 por 30 min, desechando y
agregando nuevo buffer de lavado, cada 10 min. Para identificar la fraccion constante de
los anticuerpos primarios, se utilizé un anticuerpo secundario anti-Fc de IgG de conejo
producido en cabra marcado con IRDye® 680LT incubandolo por 1 hora a T.A. en
oscuridad. Se realiz6 un ultimo lavado previo al revelado de las bandas en el escéner Li-
Cor Odyssey (LICOR Biosciences, NE, EEUU). La observacion de las bandas para
STAT3y pSTAT3 se realizo individualmente al realizar un proceso de desnudamiento de
la membrana con buffer de desnudamiento medio durante 30 min a T.A y lavados

posteriores con TBS-Tween %0.01.

5.9. Extraccién de DNA de sangre periférica.
A partir de 2ml de sangre total, se realizo la lisis de eritrocitos utilizando una relacion 1:3
de buffer de lisis de eritrocitos durante 10 min en hielo por duplicado, eliminando el
primer lisado por centrifugacion. A continuacion, se centrifugd la muestra, se decanto el

sobrenadante y se resuspendio por pipeteo en 2 ml de buffer de lisis de leucocitos hasta
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homogeneizar. Las proteinas fueron precipitadas con 700ul de solucion precipitante y se
realizé agitacion por vortex. Posteriormente se centrifugaron a 3700 rpm durante 10 min
a T.A., se recupera el sobrenadante en un tubo nuevo y se adicion6 1 volumen de
isopropanol. A continuacion, se agita la muestra suavemente para obtener la hebra de
DNA genomico. Se concentra a méxima velocidad por 10 min, se decanta el sobrenadante
y se lava con 1 ml de etanol al 75%. Se centrifuga a maxima velocidad por duplicado y
se seca en campana durante toda la noche. Se reconstituye en solucion de rehidratacion
de DNA de acuerdo con el tamafio de la hebra observada 50-100 ul durante toda la noche.
Se cuantifica por espectrofotometria a 260 nm en NanoDrop (Thermofisher Scientific,
MA, EEUU). Se verifico integridad en gel de TAE-agarosa 0.8% durante 40 min 100V.

5.10. Amplificacion de gen STAT3 por PCR punto final.
La amplificacion del gen STATS3 se realiz6 para cada uno de sus exones de tal manera
que los amplificados tuvieran un tamafio £500pb para su posterior secuenciacién, se
usaron para cada par de “primers”, las mezclas maestras (New England Biolabs, MA,
EEUU) mostradas en tabla 1.

Tabla 4. Mezclas maestras de PCR
Reactivo Amplificacion  de  los | Amplificacion de los exones 7-8 y
exones 2, 3, 4, 5, 6, 9-10, | 16-17. (para 1 reaccion de 25ul;
11, 12-13-14, 15, 18-19, 20, | expresado en pl).
21, 22-23, 24. (para 1
reaccion de 25ul; expresado
en pl).
Buffer Taq 25 2.5
Mezcla de
deoxinucleotidos
_ 0.5 0.5
trifosfatos
(ANTP’s)
“Primer Fw”
0.2 0.2
0.025nM/pl.
“Primer Rv” 0.2
0.2
0.025nM/pl.
MgCl> 1.5 N/A
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concentracion de muestra

H.O libre de Ajustar hasta 25 pl Ajustar hasta 25 pl
DNAsas

DNA polimerasa 0.125 0.125
5000 U/mi

Muestra 100 nm segln 100 nm segln concentracion de

muestra

Los “primers” para cada exon se amplificaron segun la temperatura de alineamiento (Tm)

determinada con gradiente de temperaturas en el termociclador, las cuales se indican en

la tabla a continuacion.

Tabla 5. Caracteristicas de los “primers” utilizados para la amplificacién de STAT3.

Nombre del primer Secuencia5'a 3’ No. de Amplicén m
bases (Pb) determinada
O
STAT3_E2 Fw AGTCCAGGAGTTCAAGGCCAC 21 569 66
STAT3_E2 Rv ACAGTTGCCCACATGCCCTTC 21
STAT3_E3 Fw CATGCCTGGCCTGGAATAATTG 22 555 66
STAT3_E3 Rw TGACAAGAGAAGTGATTCTCAGG 23
STAT3_E4 Fwd ACCCAGGCTCTGAAGCCTTTG 21 468 64
STAT3_E4 Rv CTGTTGGATTCTTTTGGTGGAAC 23
STAT3_E5 Fw TACTGGACACCACGTTTAAGTAG 23 731 64
STAT3_E5 Rv AGGCTGAGTTGGGAGGATCAC 21
STAT3_E6_Fw CCAACAGGGAGCCTTCTCTTG 21 340 63
STAT3_E6 Rw CCGCCTTAAGATCTAAACAGAG 22
STAT3_E7_8 Fwd CCAGGAGTATTCCCTCAGGTC 21 | 1233/1133/653 55
STAT3_E7 8 Rv AGTCCCCACGTTGGAGATATAG 22
STAT3_E9 10 Fw ATTGTAGTGGTCTCCATGTCTTC 23 590 64
STAT3_E9 10 Rw TACTGCCTGTGACACCACACC 21
STAT3_E11 Fwd TACAGGTACATGCTACCACACC 22 498 67
STAT3_E11 Rv CAGACACGTAAATGACAATGCAC 23
STAT3_E12 13 14 Fw | AAATGCCCAGGAGCACAGAGG 21 595 64
STAT3_E12 13 14 Rw | ACTACAGCTGAAAGAACAGGTTG 23
STAT3_E15 Fwd ATAGGTGTGCACCACCACACC 21 447 67
STAT3_E15 Rw AGACTTTATTGCCAGATGGGATG 23
STAT3_E16_17_Fwd TTGGCAGCAGGTGTGGTTTATG 22 588 66
STAT3_E16 17 _Rv CAGGAAAGAAACATGGCCTAATG 23
STAT3_E18 19 _Fw AACAGTGCCTACCTTCAAAGATG 23 595 66
STAT3_E18 19 Rw TTATTGCTAACAGGGCATCCATC 23
STAT3_E20 Fwd AACATGGCTGGCAAGGGCTTC 21 550 67
STAT3_E20_Rv TCACTGGAGCAAGCAAAACAAAG 23
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STAT3_E21 Fwd AAGCCAGCCTGAATATTTCCAC 22 525 64
STAT3_E21 Rv GCACTCACTACAATTCTTTCCC 22
STAT3_E22_E23_Fwd | TGAGTTTCAAATCAGTCCTGCC 22 606 62
STAT3_E22_E23_Rv ATGTGAGAGCATCACACAAAGG 22
STAT3_E24_Fw CAGGAGATTGGATAGCAGTGG 21 572 66
STAT3_E24_Rv AGAAACAGGCAGAAGGATGCC 21

Se utilizaron las condiciones de PCR en el termociclador Veriti (Applied Biosystem, MA,

EEUU) que se muestran en la siguiente figura.

92°C 92°C

68°C | 68°C

10seg + 20 seg

45seg ., 7 min

20 seg

4 X40ciclos

Figura 5. Condiciones de PCR para los diferentes exones de STAT3.

Una vez obtenido el producto de amplificacion se verifican los amplificados obtenidos
mediante el corrimiento de 4pl del producto en un gel TAE-agarosa 2% a 75V por 45 min

teflido con Bromuro de Etidio.

5.11. Preparacion de producto de PCR para secuenciacion.
La muestra restante se someti6 a un tratamiento para la eliminacion de componentes de
la reaccion diferentes a los productos de reaccion utilizando las enzimas TSAP y EXO 1
segun tabla 6 (Promega, WI, EEUU), incubadas por 15 min a 37° C seguido de un periodo
de 10 min a 80° C.

Tabla 6. Preparacion de mezcla maestra para purificacion.

Reactivos Cantidades en pl para 1 reaccion

TSAP 0.1 pul
EXO 1 0.5 ul
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Buffer 10X Il

Posterior a la purificacién de la muestra, se cuantificd el producto de amplificacion
utilizando el “kit” Qubit 3.0 dsDNA HS Q32851 (Invitrogen, MA, EEUU), segun las
indicaciones del proveedor. Posteriormente se ajusto el contenido a 10ng/ul para cada
amplificado en agua inyectable con 10 uM del “primer” de interés Fw o Rv. El marcaje
de secuenciacion se realiz6 usando el “kit” de BigDye® Terminator (Applied Biosystes,
CA, EEUV).

Las muestras fueron secuenciadas en la unidad de sintesis y secuenciacion de DNA del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM, unidad Morelos y en la Unidad de Biologia
Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

5.12. Andlisis estadistico

El analisis estadistico se llevé a cabo por medio de los programas GraphPad Prism 5.03
para Windows (San Diego, CA). Para todos los grupos realizé una prueba de normalidad
de Shapiro-Wilk, correspondiendo a datos no paramétricos. El anlisis de comparacion
para 2 grupos se hizo mediante una prueba U de Mann Whitney para datos no
paramétricos, mientras que para las comparaciones multiples de 3 o0 5 grupos, se realizd
un ANOVA de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos con una prueba “posthoc” de
Tamhane para datos no homogéneos. Se llevé a cabo un analisis de correlacion en la
poblacion total de pacientes para los valores de inmunoglobulinas séricas, puntaje de
severidad o los porcentajes de las diferentes poblaciones celulares por medio de una R de
Spearman para datos no paramétricos. El valor- P se determin6 mediante la significancia
bilateral a un intervalo de confianza de 95%. Se consideré como significativo un valor- P
< 0.05.
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6. Diagrama de flujo

Obtencion de PBMC de sujetos Secuenciacion de
sanos y pacientes IDCV. pacientes GOF STAT3

-—E
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7. Resultados
7.1. Descripcion de la poblacion de estudio

Se reclutaron 24 pacientes en el estudio, incluyendo 17 personas del sexo femeninoy 7
del sexo masculino. La edad promedio de los pacientes al ser incluidos en el estudio,
fueron 35.08 afos, mientras que los donadores sanos, 29.04 afos (Tablas 7, 8 y 9). La
edad media de aparicion de los sintomas en los pacientes con IDCV fue de 14.72 afios en
16 de los 24 pacientes, mientras que la edad promedio en la que se realizo el diagnostico
de IDCV fue a los 27.60 afios, se desconoce este dato del resto de los individuos.
Realizando la comparacion entre la edad de inicio y edad de diagndstico, se determina
una media de 13.37 afios de diferencia entre ambas edades. Al momento de toma de
muestra, los pacientes tenian una media de 6.07 afios de haberse confirmado su
diagnostico como IDCV. Respecto a las manifestaciones clinicas, los episodios de
sinusitis fueron los mas frecuentes en el 70.83 % de los sujetos con IDCV.
Aproximadamente la mitad de los pacientes presentan neumonia, enteropatias y
enfermedades autoinmunes (54.16%, 45.83% Yy 45.83%, respectivamente) (Tabla 9). En
menor medida, se encuentra la aparicion de granulomas o tumores solidos (8.33% y
4.17%, respectivamente). Se consideran de referencia los niveles de inmunoglobulinas en
sujetos sanos en el rango de edad y el laboratorio donde se procesd la muestra?’. Se
considera hipoglobulinemia cuando el sujeto presenta una disminucién, en el caso de las
inmunoglobulinas de isotipo 1gG con al menos 2 desviaciones estandar por debajo de la
media y para los isotipos IgA e IgM al menos una desviacion estdndar por debajo del
valor de referencia para la edad. Los datos individuales pueden observarse en la tabla 7 y
8 para los pacientes IDCV y sujetos sanos, respectivamente. Considerando las frecuencias
de células B de memoria con cambio de isotipo, se divide la poblacién de pacientes con
IDCV, en grupo | aquellos con un porcentaje menor al 0.4% del total de linfocitos de
sangre periférica (PBL) y grupo Il a los pacientes con una frecuencia mayor a 0.4% de
PBL?. Al realizar esta clasificacion se observan diferencias significativas al comparar las
proporciones de género en el grupo Il comparado con el grupo control (p=0.0485). En
relacién con los niveles séricos de IgA, los pacientes en el grupo | presentan menores
niveles comparado con el grupo Il (p=0.0458). En el resto de los pardmetros no se

observan diferencias estadisticamente significativas al realizar la clasificacion.

7.2. Comparacién de poblaciones linfocitarias en sangre periférica de pacientes
IDCV respecto a DS.
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7.2.1. Subpoblaciones de células T.

Se analizaron las poblaciones de linfocitos totales a partir de sangre total de los pacientes

con IDCV comparadas con los DS (Figura 6A). Se determind una disminucién en los

pacientes IDCV con diferencias estadisticamente significativas considerando la

comparacion de frecuencias, asi como el correspondiente de cuentas linfocitarias

absolutas (p=0.0118 y 0.0065, respectivamente). Con relacion a las células T totales

(Figura 6B), el comparativo de frecuencias indica un aumento en el grupo de pacientes

Tabla 7. Caracteristicas clinicas e inmunolégicas de los pacientes con IDCV de acuerdo con su frecuencia de células B con cambio de isotipo.

Controles sanos IDCV total IDCV grupo I* IDCV grupo I1**
Parametros (n=20) (n=24) (n=14) (n=10) p° p° pe p?
Genero (F/M) 10/10 17/7 8/6 9/1 0.2176 0.7385 0.0485 0.1718
Edad (media%SD) 29.04+17.35 35.08+17.69 32.21+17.03 39.10+18.70 0.1830 0.4152 0.1577 0.4801
Edad de aparicion de sintomas (mediatSD) 14.72+11.82 13.50+10.29 17.40%15.69 0.5288
Edad al diagndstico (media+SD) 27.60+15.26 23.81+12.98 35.17+17.84 0.2039
Afios transcurridos para el diagndstico 13.37+12.92 22.67+17.31 8.2916.10 0.1406
(mediaxSD)
Afios con diagnostico (mediazSD) 6.07 £7.38 3.67 £2.58 7.27 £8.74 0.5685
Manifestaciones clinicas (nimero de casos (%))
Neumonia 13(54.16) 10(71.43) 3(30) 0.0953
Sinusitis 17 (70.83) 12 (85.71) 5(50) 0.0850
Bronquiectasias 9(37.5) 7 (50) 2 (20) 0.2099
Esplenomegalia 6 (25) 5(35.71) 1(10) 0.3408
Linfadenopatia 10 (41.66) 6(42.86) 4 (40) >0.9999
Granulomas 2(8.33) 2 (14.29) 0(0) 0.4928
Enteropatias 11 (45.83) 8(57.14) 3(30) 0.2397
Enfermedades autoinmunes 11 (45.83) 6 (42.86) 5 (50) >0.9999
Cancer (tumores solidos) 1(4.17) 1(7.14) 0(0) >0.9999
Puntaje de severidad (mediatSD) 6.04 +4.50 7.14 +5.38 4.5+2.32 0.1835
Niveles de inmunoglobulinas mg/dL (mediatSD)
1gG mg/dl 1350 a 640" 292.4+184.6 23091622 378.5%187 0.0539
IgA mg/dI 312 a 70* 18.24+29.63 5.81+8.03 35.64 +39.68 0.0458
1gM mg/dl 352 a 56" 60+ 115.5 57.16 £+143.3 63.97 £66.41 0.0983

*Pacientes con una frecuencia de células B de memoria con cambio de isotipo menor al 0.4% de los linfocitos totales. ** Pacientes con una frecuencia de células B de
memoria con cambio de isotipo por encima de 0.4% de los linfocitos totales.” Valores normales de inmunoglobulinas en adultos mayores de 16 afios. Se utilizé la prueba
exacta de Fisher para analizar diferencias entre el sexo o las manifestaciones clinicas y la prueba U de Mann-Whitney para edad o niveles de inmunoglobulinas con
respecto al grupo indicado por el superindice. € comparacidn estadistica de los controles sanos con IDCV total. ® controles sanos con el grupo I. €Controles sanos con
el grupo I. @ Grupo | respecto a grupo II. El valor p es estadisticamente significativo a <0.05 y se presenta en negritas

vs DS (p=0.0245). Sin embargo, en el analisis de cuentas absolutas se observa una clara

disminucion de células en el grupo de pacientes (p<0.0001). Comparando la subpoblacién

de células T CD8" en frecuencia (Figura 6C), no existe diferencia significativa

(p=0.6325). Al igual que las poblaciones anteriores, los valores absolutos arrojaron
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menores numeros celulares en los pacientes IDCV (p<0.0001). En contraparte, los
porcentajes de células T CD8" (Figura 6D) en IDCV son mayores que el grupo control
comparadas con DS (p=0.0147). Nuevamente, evaluando la poblacidon celular en cuentas
absolutas, se aprecia una disminucion en el grupo de pacientes (p=0.0105). Los datos
individuales pueden observarse en la tabla 10 y 11 para los pacientes IDCV y sujetos

sanos, respectivamente.

3.1.1. Subpoblaciones de células B
Partiendo de los linfocitos B CD19", se evalGan los porcentajes de células B totales
(Figura 7A). Los pacientes no muestran una disminucion con significancia estadistica al
ser comparadas con los donadores sanos(p=0.2730). En concordancia con el bajo nimero
de linfocitos totales, las células B también se encuentran disminuidas en los pacientes con
IDCV respecto a DS (p=0.0030). Relacionado a las subpoblaciones de células B, las
células B naive (Figura 7B) al ser comparadas en frecuencias se visualiza un incremento
en los pacientes comparado con los sujetos sanos (p=0.0003). Sin embargo, en cuentas
absolutas, esta diferencia de pierde (p=0.0725). Utilizando el marcador de memoria CD27
e IgD para indicar el cambio de isotipo en células B, se observa una diminucion en las
proporciones de células de memoria sin cambio de isotipo en los pacientes IDCV (Figura
7C) tanto en porcentajes como en cuentas absolutas (p=0.0055 y p<0.0001,
respectivamente). Siguiendo con los marcadores mencionados, se comparan los valores
de células B de memoria con cambio de isotipo en los pacientes con respecto a los
controles sanos (Figura 7D). En ambas comparaciones, frecuencias y valores absolutos,
se determina una clara disminucion de células B de memoria con cambio de isotipo en
los pacientes IDCV (p<0.0001 en ambos casos). Segun las comparaciones realizadas, las
celulas B inmaduras en circulacion, las células B transicionales (Figura 7E), no presentan
una variacién en porcentajes o cuentas absolutas respecto a lo DS (p=0.9150 y p=0.0681,
respectivamente). La poblacion de células B caracterizadas por una baja expresion de
CD21 y ausencia de CD38 (Figura 7F), la cual se asocia a la severidad en las
manifestaciones?®, incrementan significativamente en los pacientes IDCV al comparar las
frecuencias vs DS (p=0.0313). Al comparar en numeros absolutos, la diferencia
desaparece (p=0.5461). Otra de las subpoblaciones de importancia inmunolégica para la
evaluacion de la IDCV, son los plasmablastos (Figura 7G). Al ser comparadas las
frecuencias o cuentas absolutas en los pacientes IDCV, se observa una clara disminucién

en ambos casos respecto a donadores sanos (p=0.0220 y p=0.0002).
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Tabla 8. Datos clinicos e inmunolégicos en el total de pacientes con IDCV.

No. Afos
Paciente Edad Edad inicio Edad al transcurridos para Afios con Enfermedades Puntaje de
IDCV actual  Genero sintomas diagnostico el diagnostico diagnostico Sinusitis Neumonia  Bronquiectasias Esplenomegalia  Linfadenopatias Granulomas  Enteropatias autoinmunes cancer  severidad 19G IgA IgM
1 38 F ND ND ND ND 1 0 1 0 0 0 1 1 0 9 600 31 76
2 47 M 7 40 33 7 1 0 0 0 1 0 0 1 0 5 150 3 20
3 13 F 10 13 3 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 3 246 | 158 63.3
4 17 F ND 14 ND 3 0 0 0 0 0 0 0 1 0 6 526  83.6 79.4
5 49 F 39 45 6 4 0 0 0 0 0 0 0 1 0 3| 758 88 21
6 57 F 10 55 45 2 1 1 1 0 1 0 0 0 0 7 301 0 4
7 56 F 15 50 35 6 0 1 0 0 1 0 1 0 0 5 301 1 5
8 32 F ND ND ND ND 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2 568 4 173
9 65 F ND ND ND ND 0 0 0 1 0 0 0 0 0 2 487 30 15
10 17 F ND ND ND ND 1 1 0 0 0 0 0 0 0 3 530 100 183
1 21 M 0.5 0.75 0.25 20.25 1 1 1 1 0 0 0 0 0 7 501 1 1
12 43 F 27 37 10 6 1 1 1 1 1 0 1 1 0 16 6.1 1 5
13 16 M ND ND ND ND 1 0 0 0 0 0 1 1 0 6 356 1 2
14 21 F 5 13 8 8 1 1 0 1 1 0 0 1 0 8 252 1 1
15 36 F 7 30 23 6 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 85 1 3
16 27 F 23 27 4 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 3 33 1.8 | 409
17 19 M 15 17 2 2 1 0 1 1 1 1 0 1 0 10 281 2.3 17
18 37 F 20 30 10 7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 21 33.3 6.7 62.3
19 47 M ND 46 ND 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 4 473 10 47
20 20 F 4 17 13 3 1 0 1 0 1 0 1 0 0 5 171 1 1
21 19 F 7 14 7 5 1 1 1 0 1 0 1 0 0 5 183 1 9
22 62 M ND ND ND ND 0 1 1 0 0 0 1 0 0 6 373 25 25
23 67 M 31 38 7 29 1 1 0 0 0 0 0 0 0 4 228 6.6 550
24 16 F 9 16 7 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 4 287 22 36

IDCV: Inmunodeficiencia comin variable; M=Masculino; F=Femenino; ND: No disponible; Valor de ausencia: 0 y valor de presencia: 1.

Tabla 9. Composicién por edad y genero de sujetos sanos.

No. Testigo Edad Genero
1 5 M
2 5 M
3 5 M
4 4 M
5 5 F
6 9 F
7 6 M
8 9 M
9 9 F
10 6 F
11 11 M
12 12 M
13 12 F
14 15 M
15 17 M
16 36 F
17 33 F
18 40 F
19 38 F

20 36 F

M=Masculino; F=Femenino.
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Figura 6. Distribucion de subpoblaciones de linfocitos T en muestras de sangre periférica de pacientes IDCV
comparada con donadores sanos. A) frecuencias (%) y cuentas absolutas (mm?) de linfocitos totales a partir de
PBMC'’s. B) frecuencias (%) y cuentas absolutas (mm?3) de linfocitos T CD3* a partir de PBMC’s . C) frecuencias (%) y
cuentas absolutas (mm?) de linfocitos T CD4* a partir de PBMC’s. D) frecuencias (%) y cuentas absolutas (mm?®) de
linfocitos T CD8* a partir de PBMC’s. DS= Donadores sanos; IDCV= Inmunodeficiencia comun variable.
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Figura 7. Distribucién de subpoblaciones de linfocitos B en muestras de sangre periférica de pacientes IDCV
comparada con donadores sanos. A) frecuencias (%) y cuentas absolutas (mm?) de linfocitos B totales a partir de
PBMC’s. B) frecuencias (%) y cuentas absolutas (mm?) de linfocitos B CD27- a partir de PBMC’s . C) frecuencias
(%) y cuentas absolutas (mm?®) de linfocitos B CD27* IgD* a partir de PBMC’s. D) frecuencias (%) y cuentas
absolutas (mm3) de linfocitos B CD27* IgD" a partir de PBMC’s. E) frecuencias (%) y cuentas absolutas (mm?) de
linfocitos B transicionales a partir de PBMC’s. F) frecuencias (%) y cuentas absolutas (mm?) de linfocitos B CD21'%
a partir de PBMC’s. G) frecuencias (%) y cuentas absolutas (mm?) plasmablastos a partir de PBMC’s. DS=
Donadores sanos; IDCV= Inmunodeficiencia comun variable.
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Tabla 10. Frecuencias de linfocitos T en el total de donadores sanos.

No. Linfocitos Linfocitos
Sujeto % mm3 CD3 % CD3 mm3 CD4 % CD4 mm3 CD8 % CD8 mm3
1 58 6320 60 3792 | 63,6075949 2412 | 28,0063291 1062
2 40 3276 69,993895 2293 67,9895334 1559 | 27,5185347 631
3 40 1650 59,030303 974 63,0390144 614 | 32,5462012 317
4 36 5796 | 56,0041408 3246 | 41,9901417 1363 | 43,9926063 1428
5 31 2556 | 76,9953052 1968 | 36,0264228 709 | 28,5060976 561
6 35 3621 79,0113228 2861 44,0055925 1259 | 34,0090877 973
7 31 2479 69,9878983 1735 45,9942363 798 | 28,0115274 486
8 22 3312 | 66,0024155 2186 | 38,0146386 831 | 30,6495883 670
9 32 2623 | 74,9904689 1967 38,993391 767 | 34,9771225 688
10 46 2772 73,015873 2024 35,9683794 728 | 32,0158103 648
11 50 5838 63,0010277 3678 33,0070691 1214 | 28,8200109 1060
12 35 4067 71,9940988 2928 50 1464 | 46,9945355 1376
13 34 2475 72 1782 | 37,9910213 677 30,976431 552
14 25 2862 | 65,9993012 1888.9 | 75,1972047 1420.4 | 22,0075176 415.7
15 52 3030 | 67,7986799 2054.3 | 52,0031154 1068.3 | 42,0094436 863
16 35 1718.4 = 79,4983706 1366.1 37,295952 509.5 | 52,1996926 713.1
17 29 2800 | 53,1785714 1489 | 48,0859637 716 | 43,9220954 654
18 35 3845.4 | 59,0991834 2272.6 | 45,1993312 1027.2 40,499868 920.4
19 30 1973.4 = 75,1798926 1483.6 | 48,0924778 713.5 | 60,4610407 897
20 30
36,63 3317 68,04 2210 47,50 1045 36,22 785,0 | Media
9,239 1352 7,888 769,5 12,01 462,4 9,870 300,44 | SD
Tabla 11. Frecuencias de linfocitos T en el total de pacientes IDCV.
No.
Paciente Linfocitos Linfocitos CD3 CD4
IDCV % mm3 % CD3 mm3 % CD4 mm3 CD8 % CD8 mm3
1 19 1225.5 74 906.87 26 235.7862 69 625.7403
2 21 2152.5 93 2001.825 64 1281.168 33 | 660.60225
3 22 737 86 633.82 49 310.5718 38 240.8516
4 29 1450 72 1044 68 710 25 261
5 37 1332 58 773 30 232 67 517
6 36 1980 87 1723 29 500 65 1120
7 26 1690 76 1284 80 1028 18 231
8 38 1824 72 1313 44 578 51 670
9 36 1008 56 565 54 305 38 215
10 20 1870 81 1515 66 1000 27 409
11 50 4450 89 3961 18 713 80 3169
12 30 2550 75 1912 38 728 58 1109
13 14 896 84 753 43 324 51 384
14 22 1177 88 1035 38 394 57 590
15 26 2652 45 1193.4 49 584.766 40 477.36
16 13 331.5 73 241.995 52 125.8374 38 91.9581
17 36 2574 72 1007 57 574 36 363
18 7 349 80 272 30 82 65 177
19 32 1776 68 12108 34 410 54 652
20 18 1062 87 924 78 721 18 166
21 34 1190 70 833 28 233 67 558
22 42 3507 46 1613 39 629 59 952
23 26 1170 88 1030 51 525 46 474
24 18 1296 71 920 25 230 76 700
27,17 1677 74,63 1648 45,42 518,9 49,00 617,2 | Media
10,29 957,8 13,05 2349 17,10 300,8 17,92 6115 | SD
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Tabla 12. Frecuencias y niumeros absolutos de subpoblaciones de células B de donadores sanos.

CELULAS CELULAB
CELULAB B CELULAB MEMORIA
MEMORIA MEMORA MEMORIA CON CELULAS
SIN SIN CON CAMBIO  CELULAS B
CELULAB CAMBIO  CAMBIO  CAMBIO DE B TRANSICI PLASMAB
LINFOCIT  LINFOCIT CELULAB  NAIVE DE ISOTIPO DE ISOTIPO  TRANSICI ~ ONALES 21LOW  PLASMAB  LASTOS
No. sujetos OB% OBmm3 __ NAIVE % mm3 ISOTIPO % mm3 ISOTIPO % mm3 ONALES % mm3 21LOW % mm3 LASTOS % mm3
1 23 924 72 665 16 148 10 92 18 166 1 3 0.8 7
2 20 538 57 307 13 70 20 108 2 11 3 19 0.9 5
3 25 1058 54 571 15 159 21 222 6 64 6 9 0.7 7
4 10 454 67 304 13 59 10 45 2.3 10 5 20 1 5
5 14 476 79 376 12 57 6 29 7 33 1 3 1.3 6
6 17 415 67 278 16 66 13 54 12 50 4 29 0.5 2
7 18 538 62 334 11 59 19 102 8 43 4 33 15 8
8 9 420 64 269 12 50 16 67 2 8 8 33 0.6 3
9 11 243 70 170 12 29 13 32 0.3 0.7 17 31 3 7
10 17 621 47 292 13 81 29 180 2 12 4 12 0.4 3
11 22 695 87 605 6 42 5 35 6 42 4 12 0.3 2
12 12 262 56 147 16 42 20 52 5 13 9 22 0.6 2
13 6 200 57 114 12 24 24 48 0.5 1 3 6 0.4 0.8
14 17 270 85 230 3 8 8 22 2 5 4 10 0.2 0.5
15 8 213 58 123 24 51 16 34 2 4 0.3 1
16 19 251 67 168 10 25 17 43 7 18 12 3
17 9 630 70 441 10 63 15 95 0.5 3 1.7 10
18 7 130 63 82 23 34 11 16 3 4 1 2
19 24 401 68 273 11 44 16 64 2 8 1 4
20 19 251 67 168 10 25 17 43 7 18 1.2 3
15,35 449,5 65,85 295,9 12,90 56,80 15,30 69,15 4,730 25,69 5,214 17,29 0,9300 4,065 Media
6,011 2458 10,02 165,7 4,811 37,77 6,036 52,73 4,397 37,72 4,061 10,97 0,6433 2,679 SD
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Tabla 13

. Frecuencias y nimeros absolutos de subpoblaciones de células B de pacientes con IDCV.

CELULA CELULA CELULA
B CELULAS B B
MEMORI B MEMORI MEMORI
ASIN MEMORA A CON A CON CELULAS CELULAS
CAMBIO SIN CAMBIO CAMBIO B B
No. CELULA CELULA DE CAMBIO DE DE TRANSICI TRANSICI PLASMAB PLASMA
Paciente  LINFOCIT LINFOCIT B NAIVE B NAIVE ISOTIPO ISOTIPO ISOTIPO ISOTIPO  ONALES ONALES 21 LOW LASTOS BLASTOS
IDCV OB % O B mm3 % mm3 % mm3 % mm3 % mm3 21 LOW % mm3 % mm3
1 17 208.335 90 33 7 3 1 1 2 1 21 7 2 1
2 2 43.05 88 NSD 7 0 17 NSD 11 NSD 0
3 7 51.59 92 1064 2 23 2 23 7 81 1 10 1 10
4 18 261 92 469 3 15 2 10 5 25 7 36 0.3 0
5 5 67 86 230 2 6 5 14 0.2 1 1 3 1 3
6 nsd nsd 92 157 4 7 1 2 4 7 10 17 0.2 0
7 19 321 88 393 15 3 13 9 40 1 5 0.2 1
8 22 401 66 212 11 35 15 48 2 6 0.5 2 0 0
9 15 151 89 351 9 37 0.7 12 1 4 4 2 0.1 0.1
10 3 56 82 20 1 2 1 2 NSR NSR 71 17 NSR NSR
11 6 267 77 52 12 8 8 5 7 5 14 9 0 0
12 20 510 81 211 9 23 5 13 7 18 7 17 0 0
13 12 108 53 3.5139 8 0.5304 12 0.7956 1 0.0663 34 2.2542 1 0.0663
14 0.6 7 92 39.606 0.7 0.30135 0.3 0.12915 41 17.6505 10 4.305 0 0
15 47 1246.44 87 191 2 4 1 2 1 2 11 21 0.3 1
16 2 6.63 89 96 8 9 0.2 0 3 3 2 2 0.8 1
17 16 412 74 181 20 50 2 5 3 8 10 25 2 5
18 7 24 76 43 22 12 1 1 1 1 10 6 2 1
19 23 408 57 86 5 8 20 30 2 3 11 17 2 3
20 8 85 NSD NSD NSD NSD NSD NSD NSD NSD NSD NSD NSD NSD
21 21 250 71 293 11 45 6 25 1 4 20 82 0.17 0.7
22 33 1157 25 12.8975 23 11.8657 29 14.9611 7 3.6113 53 27.3427 0 0
23 3 35 83| 172.91805 13 27.08355 0.5 1.041675 0.06 0.125001 41 85.41735 0 0
24 17 220 89 | 1109.3316 5 62.322 3 37.3932 22 274.2168 2 24.9288 0.3 3.73932
14,07 273,7 79,09 246,4 8,683 18,53 5,161 11,83 6,512 24,03 15,33 19,19 0,6077 1,457 Media
11,15 328,8 16,16 300,9 6,521 17,91 7,334 13,35 9,447 60,30 18,10 23,03 0,7529 2,428 SD
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Los datos individuales pueden observarse en la tabla 12 y 13 para los pacientes IDCV y
sujetos sanos, respectivamente.

3.2. Distribucion de linfocitos T reguladoras en pacientes con IDCV clasificados
por grupos respecto a sujetos sanos.

El andlisis de frecuencias de células T reguladoras (Treg) mostrada en la figura 8,
definidas por la presencia de CD25 y ausencia de CD127 a partir de células T CD4" en
los pacientes con IDCV clasificados por los niveles de células B de memoria con cambio
de isotipo, indica que aquellos dentro del grupo I presentan menores porcentajes de
linfocitos Treg respecto a los sujetos sanos (p=0.0295) (figura 8A). Este comportamiento
se comparte cuando la clasificacion de los pacientes con IDCV son clasificados en el
contexto de manifestaciones autoinmunes (p=0.0255) comparado con sujetos control
(Figura 8B).
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Figura 8. Distribucién de frecuencias de células T reguladoras en muestras de sangre periférica de
pacientes IDCV comparada con donadores sanos A) Comparacion de frecuencias de células Treg a partir de
células T CD4" en pacientes del grupo | y Il, respecto a DS. B) Comparacion de frecuencias de células Treg a
partir de células T CD4" en pacientes con IDCV con y sin autoinmunidad, respecto a DS. C) Correlacion de
frecuencias de células Treg y valores séricos de inmunoglobulina A en pacientes con IDCV con autoinmunidad.
D) Correlacion de frecuencias de células Treg y valores séricos de inmunoglobulina A en pacientes con IDCV
sin autoinmunidad. DS= Donadores sanos; IDCV= Inmunodeficiencia comin variable.



Considerando las caracteristicas clinicas e inmunoldgicas de los pacientes IDCV con
autoinmunidad y en aquellos sin autoinmunidad para asociarse a los niveles de células
Treg, se observa Unicamente una correlacion negativa entre esta poblacion celular y los
niveles de IgA sérica en los pacientes sin autoinmunidad (p=0.0127) (Figura 8C). Los
pacientes con autoinmunidad no se observa este fendmeno (Figura 8D). Los datos
individuales pueden observarse en la tabla 14 para los pacientes IDCV y sujetos sanos.

Tabla 14. Frecuencias de células reguladoras en los diferentes grupos analizados.

No. de DS IDCV IDCV IDCV IDCV con IDCV sin
sujeto Grupo | grupo Il autoinmunidad autoinmunidad

1 4 3.7 24 3.7 3.7 8
2 3.5 8 12 8 2.6 2.6
3 3.4 2.6 5.8 2.6 4.5 2.3
4 3 2.6 0.9 2.6 1.3 5.5
5 3.3 2.3 3 2.3 17 1.7
6 3.5 55 1.3 55 3.1 2.3
7 3.7 1.7 17 1.7 2.4
8 4.4 2.3 5.6 2.3 1.2
9 5.4 45 6.4 4.5 5.8

10 4 2.4 2.7 0.9

11 3.2 1.2 3.1 3

12 3.8 5.8 5.6

13 8.7 0.9 6.4

14 6.3 3 2.7

15 4 1.3

16 5 1.7

17 4.8 5.6

18 6.4

19 2.7

20 3.1

4.353 3.365 3.1 3.689 2.817 3.6 | Media
1.417 1.962 1.968 2.022 1.207 2.207 | SD

3.3. Distribucion de linfocitos T Foliculares en pacientes con IDCV clasificados
por grupos respecto a sujetos sanos.

En contraste con las células Treg, las células T foliculares (Thf) se encuentran
incrementadas en el grupo | de los pacientes con IDCV respecto a los DS (p=0.0225)
(Figura 9A). Analizando las frecuencias de esta poblacion celular en los pacientes con
IDCV con autoinmunidad o con ausencia de sintomatologia de esta, se demuestra el
aumento de Thf en los pacientes IDCV con autoinmunidad (p=0.0118) (Figura 9B). Los
datos individuales pueden observarse en la tabla 15 para los pacientes IDCV y sujetos

Sanos.
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Figura 9. Distribucion de frecuencias de células T foliculares (Thf) en muestras de sangre periférica de
pacientes IDCV comparada con donadores sanos. A) Comparacion de frecuencias de células Thf a partir de
células T CD4* en pacientes del grupo 1y Il respecto a DS. B) Comparacién de frecuencias de células Thf a partir
de células T CD4"* en pacientes con IDCV con y sin autoinmunidad, respecto a DS. DS= Donadores sanos; IDCV=
Inmunodeficiencia comudn variable.

Tabla 15. Frecuencias de células foliculares en los diferentes grupos

analizados.
No. de DS IDCV  IDCV Grupol IDCV Grupo Il
sujeto
1 10.2 275 16.4 10.8
2 32.6 78 42.7 32.6
3 10.8 16.4 1.28 55.5
4 42.7 42.7 33.6 11.5
5 5.39 1.28 20.6 8.5
6 115 33.6 8.18 5.39
7 20.6 10.8 78 14.4
8 17.1 32.6 17.1 13.8
9 145 55.5 17.7 385
10 11 20.6 27
11 33.6 8.18 275
12 55.5 78
13 10.2 115
14 6.9 8.5
15 145 5.39
16 11 17.1
17 10
18 6.62
19 11.6
20 154
21 16.8
22 19.3
23 22.6
24 6.03
12.44 26.33 26.37 21.22 | Media
4.729 19.74 20.59 17.03 | SD

3.4. Secrecion de IL-21 posterior a la estimulacion con PMA/IONOMICINA de
PBMC’s de pacientes con IDCV.

Se evallo la secrecion de IL-21 por parte de las PBMC’s de los pacientes con IDCV bajo

la estimulacion con PMA/IONOMICINA para verificar como las variables en las

proporciones de células en los pacientes con IDCV repercuten en el fenébmeno. En la
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figura 10 se muestra la cuantificacion de la IL-21 de los sobrenadantes de los cultivos.
Esta no arroja diferencias estadisticamente significativas entre las muestras de los
pacientes con IDCV comparado con los DS estimuladas con PMA/IONOMICINA
(p=0.6551). Los datos individuales pueden observarse en la tabla 16 para los pacientes

IDCV y sujetos sanos.
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Figura 10. Concentracion de IL-21 en sobrenadante de cultivo de PBMC’s de pacientes IDCV comparada
con donadores sanos estimulados y no estimulados con PMA/IONOMICINA. Comparacion de niveles de IL-
21 secretados por PBMC’s estimuladas con 100 ng/ml PMA + 1pg/ml Ionomicina durante 24 horas a 37° C, 5% de
CO,. DS= Donadores sanos; IDCV= Inmunodeficiencia comdn variable.

Tabla 16. Niveles de IL-21 en sobrenadante de cultivo de PBMC's posterior al estimulo con
PMA/IONOMICINA.

No. de sujeto DS N/E DS PMA/IONO IDCV N/E IDCV PMA/IONO
1 81.25 925 95 146.25
2 100 106.25 93.75 151.25
3 93.75 168.75 61.25 97.5
4 97.5 97.5 1125 243.75
5 575 480 56.25 141.25
6 725 2341.25 135 183.75
7 86.25 123.75 125 4018.75
8 81.25 163.75 45 97.5
9 68.75 200 82.5 270
10 76.25 131.25
11 86.25 1776.25
82.08 419.3 88.07 659.8 | Media
14.09 730.5 28.29 1216 | SD

3.5. Expresion del receptor de IL-21 en subpoblaciones de células B de pacientes
con IDCV.

Una vez analizado los factores extrinsecos a las células B, se procedio a la evaluacion del

receptor de IL-21 (IL-21R) en las diferentes subpoblaciones de células B (Figura 11B).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar la IFM de IL-21R

presente en las células B de memoria en los pacientes con IDCV del grupo Il comparado

con DS (p=0.0072). Sin embargo, entre ambos grupos de pacientes no existen diferencias

en la expresion (p=0.8665). La expresion del receptor de IL-21 presenta significancia
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estadistica al comparar las células B naive y de memoria en los DS (p=0.0197), siendo
mayor en las células naive. Esta diferencia, no solo no ocurre en los pacientes tanto del
grupo | o Il (p=0.9015 y p=0.9591), sino que algunos de los pacientes parecen invertir
este comportamiento. Este fendmeno se puede observar mejor en la figura 11A donde se
muestra un paciente representativo del grupo Il con una mayor expresion del receptor en
las células B de memoria. Los datos individuales pueden observarse en la tabla 17 para

los pacientes IDCV clasificados en grupo | y 11, y sujetos sanos.
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Figura 11. IFM de la expresion del receptor de IL-21 en subpoblaciones de células B de PBMC’s de pacientes
IDCV del grupo | y Il comparada con donadores sanos. A) Histogramas de IFM de IL-21R representativos de
paciente IDCV del grupo Il y DS en células B naive y de memoria total. Se muestra control FMO como control de
ausencia de expresion. B) comparacion de IFM de IL-21R expresado en subpoblaciones de células B de pacientes
IDCV del grupo | y Il, respecto a DS. DS= Donadores sanos; IDCV= Inmunodeficiencia comdn variable; FMO=
fluorescencia menos uno.
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Tabla 17. Valores de IFM del receptor de IL-21 en subpoblaciones de células B en los grupos analizados.

No. de DS DS DS Grupo | Grupo | Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo Il
sujeto B total B naive B memoria B total B Naive B memoria B total B naive memoria
1 124 13.7 8.76 13.2 12.7 23.6 13.8 11.3 335
2 2.59 2.46 2.52 5.37 5.81 4.16 18.3 18.6 16.1
3 9.43 11.7 4.86 9.03 5.69 22 12.7 8.87 19.5
4 10.1 13.2 5.18 5.52 6.03 5.02 104 12.1 7.23
5 8.96 9.79 3.26 27.6 23 28.8 9.12 9.03 9.71
6 10.2 114 4.49 5.73 6.07 3.81 9.96 10.5 7.43
7 7.82 8.52 6.02 10.2 9.54 13.9 6.68 6.45 7.29
8 8.13 8.66 3.36 11.7 11.9 111
9 9.51 10.8 6.75
10 134 13.12 14
11 12.6 12.6 12.6
12 5.17 5.26 4.92
13 10.6 115 8.32
9.301 10.21 6.542 10.95 9.834 14.47 11.58 11.09 13.98 | Media
2.976 3.303 3.527 7.899 6.372 10.45 3.494 3.569 9.069 | SD

3.6. Fosforilacion de STAT3 basal, 15 min, 60 min posterior a la estimulacion
con IL-21 en los subgrupos de pacientes con IDCV.
3.6.1. Estimulacion en PBMC’s.

Los valores de IFM de pSTAT3 fueron transformados a logaritmo base 10 para realizar
la comparacion entre grupos (Figura 12). La comparacion de la expresion entre el total de
pacientes con IDCV respecto al grupo control, indica mayores niveles de fosforilacién de
STAT3 alos 60 min posterior a la estimulacion con IL-21 tanto en células B naive (figura
12C) y memoria (figura 12D) de los pacientes (p=0.0140 y p=0.0005, respectivamente).
La tendencia desaparece en las células B naive cuando los pacientes fueron divididos en
el grupo 1y Il. Por otro lado, la expresion de pSTAT3 a los 60 min en las células B de
memoria (Figura 12 D) se observa en mayor nivel en los pacientes IDCV, independiente
del grupo al que pertenecen respecto al grupo control (p=0.0004 vs grupo |y p=0.0190
vs grupo I1). Mientras las celulas B de memoria de los DS expresan pSTAT3 una menor
cantidad a los 60 min comparado con la expresion a los 15 min (p=0.0108), las células B
de memoria del grupo | expresan mayor cantidad de pSTAT3 a los 60 min respecto a la
condicion sin estimulo (p=0.0121). En la figura 12A se muestran los histogramas de IFM
de pSTATS, posterior a la estimulacion con IL-21, representativos de paciente IDCV del
grupo |y DS en células B naive y de memoria. Se muestra expresion de control de isotipo
y de células sin estimular como controles negativos. Los datos individuales en células B
totales pueden observarse en la tabla 18, en células B naive en tabla 19 y en células B de
memoria en tabla 20 para el total de pacientes IDCV vy clasificados en grupo |y I, asi

como de DS.
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Figura 12. Log IFM de la fosforilacion de STAT3 posterior a la estimulacion con IL-21 en subpoblaciones de
células B de PBMC’s de pacientes IDCV del grupo | y 11 comparada con donadores sanos. A) Histogramas de
IFM de pSTATS3, posterior a la estimulacion con IL-21, representativos de paciente IDCV del grupo | y DS en
células B naive y de memoria total. Se muestra expresion de control de isotipo y de células sin estimular como
controles negativos. B) Comparacion de log IFM de pSTAT3 expresado en células B totales del total de pacientes
IDCV, asi como divididos en grupo | y I, respecto a DS a los 15 min y 60 min posterior al estimulo con IL-21. C)
Comparacién de log IFM de pSTAT3 expresado en células B naive del total de pacientes IDCV, asi como divididos
en grupo |y Il, respecto a DS a los 15 min y 60 min posterior al estimulo con IL-21. D) Comparacion de log IFM
de pSTATS3 expresado en células B de memoria del total de pacientes IDCV, asi como divididos en grupo 1 y II,
respecto a DS, a los 15 min y 60 min posterior al estimulo con IL-21. N/E= No estimulado; DS= Donadores sanos;
IDCV= Inmunodeficiencia comun variable.
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Tabla 18. Log IFM de pSTAT3 en células B totales posterior al estimulo de PBMC’s con IL-21en los grupos analizados.

No. de DS DS DS IDCV IDCV1 IDCV6 Grupol Grupo  Grupo Grupo Grupo Grupo
sujeto N/E 15 min 60 min N/E 5min 0 min N/E | | 1 1 1
15min 60 min N/E 15 min 60 min
1 0.41 1.26 0.56 0.53 0.34 0.8 0.64 0.81 0.7 0.53 0.34 0.8
2 0.26 0.69 0.64 0.81 0.7 0.67 1.16 0.47 0.58 0.71 0.59
3 0.75 0.86 0.76 0.67 1.16 0.47 0.78 0.85 1.08 0.34 0.59 0.44
4 0.53 1 0.78 0.78 0.85 1.08 0.34 0.37 0.53 0.55 0.75 0.52
5 0.74 1.06 0.44 0.58 0.71 0.59 0.45 0.34 0.32 1.06 1.36 1.25
6 0.11 0.32 0.12 0.34 0.37 0.53 0.96 1 11 0.56 0.3 1.01
7 0.14 0.42 0.16 0.45 0.34 0.32 0.72 1.01 1.03 1.83 2.2 2.01
8 111 1.29 1.2 0.34 0.59 0.44 1.13 1.28 0.97 0.43 0.42 1.23
9 1.24 1.46 1 0.96 1 11 1.09 1.05 1
10 0.41 0.79 0.72 1.01 1.03 0.14 0.23 0.23
11 0.34 0.63 0.32 1.13 1.28 0.97 0.37 0.57 0.91
12 0.88 1.29 0.85 1.09 1.05 1 0.35 0.39 1.29
13 0.37 0.69 0.41 0.55 0.75 0.52 1.01 0.97 0.85
14 1.25 1.56 0.14 0.23 0.23 0.71 0.89 0.95
15 0.37 0.57 0.91 0.41 0.39 1.22
16 0.35 0.39 1.29
17 1.06 1.36 1.25
18 1.01 0.97 0.85
19 0.56 0.3 1.01
20 1.83 2.2 2.01
21 0.71 0.89 0.95
22 0.43 0.42 1.23
23 0.41 0.39 1.22
0.61 0.9514 0.6 0.6804 0.7817 0.8913 0.6513 0.754 0.8433 0.735 0.8338 0.9813 | Media

0.3899 0.3846 0.3473 0.3704 0.4564 0.3958 0.3045 | 0.3407 0.3232 0.4906 0.6464 0.5189 | SD

Tabla 19. Log IFM de pSTAT3 en células B naive posterior al estimulo de PBMC’s con IL-21 en los grupos analizados.

No. de DS DS DS IDCV IDCV1 IDCV6  Grupol  Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
sujeto N/E 15 min 60 min N/E 5 min 0 min N/E | | 1 1 1
15min 60 min N/E 15 min 60 min
1 0.37 1.16 0.51 0.49 0.37 0.53 0.34 0.37 0.53 0.42 0.69 0.45
2 0.73 0.75 0.73 0.62 0.34 0.32 0.45 0.34 0.32 1.02 1.35 1.21
3 0.64 1 0.82 0.67 0.57 0.41 0.96 1 1.1 0.54 0.3 0.95
4 0.71 1.03 0.41 0.7 1 1.1 0.68 0.69 0.66 1.8 2.1 1.94
5 0.09 0.16 0.1 0.58 0.69 0.66 1.09 1.27 0.85 0.45 0.42 1.03
6 0.18 0.37 0.2 0.34 1.27 0.85 1.08 1.12 0.96 0.62 0.81 0.7
7 0.28 0.63 0.45 1.12 0.96 0.14 0.22 0.16 0.67 1.16 0.47
8 0.32 0.56 0.31 0.34 0.69 0.45 0.36 0.51 0.74 0.7 0.78 0.95
9 0.8 1.2 0.76 0.96 0.22 0.16 0.35 0.38 1.23
10 0.41 0.68 0.47 0.68 0.51 0.74 0.97 0.95 0.76
11 1.2 1.52 1.09 0.38 1.23 0.72 0.88 0.89
12 0.49 0.43 0.61 1.08 1.35 1.21 0.38 0.32 1.21
13 0.58 0.69 0.56 0.42 0.95 0.76
14 0.34 0.57 0.41 0.14 0.3 0.95
15 0.36 2.1 1.94
16 0.35 0.88 0.89
17 1.02 0.42 1.03
18 0.97 0.32 121
19 0.54
20 1.8
21 0.72
22 0.45
23 0.38

0,5100 0,7679 0,4908 0,6587 0,7489 0,8556 0,6267 | 0,6708 0,7842 0,7775 0,9513 0,9625 | Media
0,2914 0,3707 0,2217 0,3643 0,4871 0,4186 0,3330 | 0,3603 0,3322 0,4533 0,5789 04775 | SD
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Tabla 20. Log IFM de pSTAT3 en células B de memoria posterior al estimulo de PBMC’s con IL-21en los grupos analizados.

No. de DS DS DS IDCV IDCV1 IDCV6  Grupol Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
sujeto N/E 15 min 60 min N/E 5min 0 min N/E | | 1 1 1
15min__ 60 min N/E 15min 60 min
1 0.6 1.43 0.73 0.6 0.54 0.99 0.72 0.82 0.77 0.6 0.54 0.99
2 0.88 1.02 0.91 0.72 0.82 0.77 0.9 0.78 13 0.75 0.8 0.68
3 0.62 0.96 0.61 0.9 0.78 1.3 0.77 0.84 1.44 0.34 0.78 0.54
4 0.64 1.04 0.6 0.75 0.8 0.68 1.17 1.31 1.09 0.5 0.85 0.74
5 0.17 0.34 0.16 0.34 0.78 0.54 1.2 1.23 1.18 111 1.37 1.25
6 0.27 0.7 0.3 0.77 0.84 1.44 0.24 0.3 0.68 0.57 0.29 1.1
7 0.59 0.99 117 131 1.09 0.57 0.75 1.28 1.93 2.35 2.13
8 0.45 0.63 0.37 1.2 1.23 1.18 0.33 0.52 15 0.37 0.37 1.2
9 0.93 1.33 0.91 0.5 0.85 0.74 1.18 1.04 1
10 1.38 1.68 0.24 0.3 0.68 0.79 1.12 1.09
11 0.57 0.75 1.28 0.56 0.51 1.24
12 0.33 0.52 15
13 1.11 1.37 1.25
14 1.18 1.04 1
15 0.57 0.29 1.1
16 1.93 2.35 2.13
17 0.79 1.12 1.09
18 0.37 0.37 1.2
19 0.56 0.51 1.24
20
21
22
23
0,7664 0,6530 1,012 0,5738 0,7684 0,8721 1,116 | 0,7664 0,8382 1,143 0,7713 0,9188 | Media
0,3303 0,3474 0,3973 0,2778 0,4109 0,4811 0,3644 | 0,3303 0,3172 0,2548 0,5276 0,6687 | SD

3.6.2. Estimulacion en células inmortalizadas con EBV

Debido a la limitante de células B en las muestras de los pacientes con IDCV, se procedid
a la inmortalizacion con EBV que tiene el receptor de entrada viral en las células B. Se
decidié incluir en el estudio, células inmortalizadas de 2 pacientes con ganancia de
funcién en STATS3, de los cuales en los datos anexos se muestra la determinacion de la
mutacion sin sentido correspondiente Asp334Val y pro715leu, paciente 1 y 2
respectivamente. Analizando las células inmortalizadas de algunos pacientes, se aprecia
el incremento en la fosforilacion de STAT3 posterior a la estimulacion con IL-21 a los 15
min, 60 min y 120 min, comparados con la condicion sin estimular (p<0.0001, p=0.0005
y p=0.0094, respectivamente). Este comportamiento es muy similar en los sujetos sanos
y pacientes GOF STATS3, sin embargo, no se observan significancia estadistica en los
diferentes tiempos (Figura 13A). Como se muestra en la figura 13B, se observa una
tendencia en las celulas del paciente con IDCV al incremento de fosforilacion a los 60
min posterior a la estimulacion con IL-6, como se indica en los estimulos con I1L-21 de
PBMC'’s (Figura 12). Las muestras de DS sufren de una ligera activacion, mientras las
muestras de los pacientes GOF STAT3 expresan mayores niveles de expresion de
pSTAT3 incluso en condiciones basales. Los datos individuales pueden observarse en la
tabla 21 estimulados con IL-21y en la taba 22 los estimulados con IL-6, para los pacientes
IDCV, GOF STAT3 y sujetos sanos.
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Figura 13. IFM de la fosforilacion de STAT3 posterior a la estimulacion con IL-21 e IL-6 en células
inmortalizadas con EBYV a partir de PBMC’s de pacientes IDCV comparada con donadores sanos y pacientes
STAT3 GOF. A) Comparacion de IFM de pSTAT3 expresado en células inmortalizadas con EBV a partir de
PBMC’s de pacientes IDCV, respecto a DS y paciente STAT3 GOF a los 15 min, 60 min y 120 min posterior al
estimulo con IL-21. B) Comparacion de IFM de pSTAT3 expresado en células inmortalizadas con EBV a partir de
PBMC’s de pacientes IDCV, respecto a DS y paciente STAT3 GOF a los 15 min, 60 min y 120 min posterior al
estimulo con IL-6. N/E= No estimulado; DS= Donadores sanos; IDCV= Inmunodeficiencia comuln variable.

Tabla 21. IFM de pSTATS3 en células inmortalizadas con EBV a partir de PBMC’s posterior al estimulo con IL-21 en los grupos

analizados.
IV GOF  GOF  GoF  CSOF
No. de DS DS 15 DS 60 DS 120 IDCV IDCV IDCV STAT3
sujeto N/E min min min N/E 15 min 60 min 12.0 STAT3 STAT3 STAT3 120
min N/S 15 min 60 min min
1| 19471 | 215983 | 18.5822 | 16.6806 @ 19.6699 | 20.9012 | 15.6143 @ 16.890 & 12.0095 | 18.9158 @ 16.0884 | 15.1701
45759 62 399 206 6592 831 136 0133 2398 463 239 744
2 | 13593 @ 14.1398 | 12.6834 12.0097 | 15.6143 | 12.6679 | 12572 | 7.84596 @ 11.7634  9.87493 @ 10.0492
61232 917 754 ND 8135 136 616 0855 981 822 768 303
3 11.076 | 14.0890 | 13.7659 @ 12.2447 | 9.11129 | 15.2827 12.5881 10.826
21482 796 754 834 6434 877 309 7188
4 11.095 | 13.1640 | 11.8550 @ 11.8550 | 11.7679 | 15.4435 13.2992 13.506
50421 549 745 745 8666 685 943 1396
5 11.537 | 15.7587 | 13.0576 | 12.9036 | 9.87527 | 15.4926 12.2287 11.609
51846 542 466 111 9459 031 615 0671
6 | 6.8039 | 7.45287 | 8.16919 & 9.25634 @ 9.25634 | 14.8126 @ 10.1134 & 11.785
64861 728 645 516 5164 52 601 4724
7 11.392 | 155900 | 12.3281 @ 12.7155 | 11.7679 | 15.4435 13.2992 13.506
66002 704 265 472 8666 685 943 1396
8 11.038 | 17.8491 | 9.85325 @ 12.1954 | 9.87527 | 15.4926 12.2287 11.609
6256 336 374 052 9459 031 615 0671
9 8.9381 | 10.1134 | 9.80900 | 11.0955 | 9.25634 | 14.8126 10.1134 11.785
77416 601 881 062 5164 52 601 4724
10 11.7846 | 15.1197 12.3773 12.228
7549 222 724 7532
11,66 14,42 12,23 12,37 11,44 15,84 12,45 12,63 11,66 14,42 12,23 12,37 | Media
3,480 4,113 2,995 2,091 3,131 1,800 1,583 1,720 3,480 4,113 2,995 2,091 | SD
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Tabla 22. IFM de pSTATS3 en células inmortalizadas con EBV a partir de PBMC’s posterior al estimulo con IL-6 en los grupos

analizados.
Node DS  Ds1s  Dseo Ds1w by ipcy  ipcy DSV GOF  GOF GO (T
N . . . . . 120 STAT3 STAT3 STAT3
sujeto N/E min min min N/E 15 min 60 min - - - 120
min N/S 15 min 60 min min
1 | 89352 9.73765 | 8.93521 | 10.1756 | 7.05516 | 7.10267 | 7.91045  6.1852 | 12.0095 | 12.3049 | 11.0562 @ 10.8656
1311 18 311 743 301 007 941 5405 24 301 956 482
2 | 6.8005 @ 7.22104 | 7.51574 @ 7.46331 9.46783 | 9.65040 & 9.56011 = 9.58377
2626 732 385 735 25 613 733 333
7,868 8,479 8,225 8,819 7,055 7,103 7,910 6,185 10,74 10,98 10,31 10,22 | Media
1,509 1,780 1,004 1,918 0,000 0,000 0,000 0,000 1,797 1,877 1,058 0,9064 | SD
La inmortalizacion de las células de los pacientes con IDCV permitié el andlisis de
pSTAT3 alos 15 min, 60 miny 120 min posterior al estimulo con IL-21 mediante western
blot como se muestra en la figura 14. La comparacion entre la relacion de expresion
pSTAT3/STATS3 en las muestras de pacientes con IDCV respecto a DS, no determina
diferencia estadisticamente significativa en ninguno de los tiempos posterior a la
estimulacion con 1L-21 (Figura 14B). En la figura 14A se muestran las membranas con
las bandas para pSTAT3, STAT3 y GAPDH posterior a la estimulacion con IL-21,
representativos de paciente IDCV y DS en células inmortalizadas con EBV. Los datos
individuales pueden observarse en la tabla 23 para los estimulos con IL-21 de las muestras
de los pacientes IDCV vy sujetos sanos.
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Figura 14. Relacion de la densidad en la intensidad de expresion de fosforilacion de STAT3 respecto a STAT3
total posterior a la estimulacion con IL-21 en células inmortalizadas con EBV a partir de PBMC’s de
pacientes IDCV comparada con donadores sanos. A) Membrana representativa para la expresion de STATS3,
pSTAT3 y GAPDH en células inmortalizadas con EBV a partir de PBMC’s de pacientes IDCV y DS, a los 15 min,
60 min y 120 min posterior al estimulo con IL-21. B) Comparacion de la relacion pSTAT3/STAT3 expresado en
células inmortalizadas con EBV a partir de PBMC’s de pacientes IDCV, respecto a DS, a los 15 min, 60 min 'y 120
min posterior al estimulo con IL-21. N/E= No estimulado; DS= Donadores sanos; IDCV= Inmunodeficiencia comun

variable.
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Tabla 23. Densidad de intensidad de pSTAT3/STAT3 en células inmortalizadas con EBV a
partir de,PBMC’s posterior al estimulo con IL-21 en los grupos analizados.

IDCV

No. de DS DS 15 DS 60 DS 120 IDCV IDCV 60 IDCV
sujeto N/E min min min N/E 15 min min 120 min
1 0.1243 | 1.30136 &= 1.07780 | 0.45437 @ 1.24193 | 8.19548 5.256 3.115942
4783 986 98 262 548 872 | 41026 03
2 | 17361 | 16.5346 | 7.31884 | 0.89256 & 1.41052 | 19.0322 @ 8.468 @ 4.934579
1111 535 058 198 632 581 = 35443 44
3 | 0.8573 | 30.4301 | 10.7480 | 11.6972 & 1.60526 | 28.4297 @ 7.904 @ 0.882758
4072 075 916 477 316 521 7619 62
4 1.0723 | 5.60165 @ 1.61658 & 2.21041 @ 0.28221 @ 7.96812 3.099 3.919821
7636 975 031 445 574 749 | 21962 83
5 1.0112 | 8.69203 @ 5.02380 @ 3.73049 @ 0.93099 @ 35.0272 13.58 8.482871
9944 329 952 645 671 232 | 79218 13
6 | 1.1877 | 9.05303 | 3.34894 | 3.49315
0227 03 614 068
2,420 2,628 2,479 2,503 2,385 2,748 | 2,508 2,515 Media
0,117 SD
0,2838 0,3120 0,2367 0,1642 0,2008 | 0,08276 4 0,1119




4. Discusion

La patogénesis de la IDCV es un desorden clinicamente heterogéneo y la principal
inmunodeficiencia primaria en adultos, que ain no se conoce totalmente, a pesar de los
maultiples esfuerzos de investigacion. Tanto la diversidad clinica como el fenotipo celular
heterogéneo que se muestra son los principales factores que dificultan el estudio de esta
enfermedad inmunoldgica. Sin embargo, un defecto comun observado en pacientes con
IDCV es la produccion anormal de anticuerpos. Se han estudiado diferentes grupos
poblacionales afectados por esta inmunodeficiencia para determinar el pronostico y
mejorar su diagnostico. En cohortes estadounidenses, la edad promedio de la aparicion
de los sintomas es a los 23-28 afios y el diagnostico generalmente se realiza a los 29-33
afios de edad?®. Considerando estos datos realizados en una poblacion de 248 pacientes
en 1998, las edades registradas por este trabajo en poblacién mexicana indican un retraso
en el diagnostico de 13.37 afios en promedio (tabla 7). Cabe destacar que la proporcién
de género, con una mayoria de mujeres, no coincide con las observaciones de que el
retraso en el diagnostico es debido a que los varones tienden a presentar sintomas a menor
edad, en paises europeos®’. En este mismo estudio, se indica como ha disminuido el
tiempo de diagnostico posterior al afio 2000. Por lo que se estima que la deficiencia en el
seguimiento y atencion de los pacientes en México pueda mejorar con la visibilidad de
las inmunodeficiencias con respecto al tiempo e incrementar el diagndstico temprano de
esta inmunodeficiencia. Nuestra cohorte presenta enfermedades autoinmunes en el

45.83% de los pacientes, los cuales no estan asociadas con el género.

Al realizar la clasificacion de los pacientes con IDCV de acuerdo con los valores de
células de memoria con cambio de isotipo, no se encontraron diferencias estadisticamente
significancia con la aparicion de manifestaciones clinicas de esplenomegalia ni
autoinmunidad. Esta clasificacion estd basada en lo descrito por Piqueras y
colaboradores®, quienes describieron un incremento de las células CD21'°% en el grupo |
gue se asocia con la aparicion de dichas manifestaciones. En nuestra cohorte, analizando
las poblaciones de esta clasificacion en grupos | y Il, se observa un incremento de la
frecuencia en las células que expresan CD21'°" en ambos grupos, respecto a los donadores
sanos (p=0.0272), asi como manifestaciones de autoinmunidad y esplenomegalia en
pacientes, independientemente de que se encuentren clasificados en los grupos I y 1. Sin
embargo, la comparacion entre los grupos 1y 11 no arroj6 diferencias significativas en las

proporciones de las células B CD21'", por lo que esta subpoblacion de células B, no
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explica (en nuestra cohorte) las manifestaciones clinicas descritas en los pacientes. Esta
discrepancia con los datos de la literatura se puede explicar por el nimero reducido de
casos en este estudio por lo que se requiere incrementar la poblacion de estudio y dar un
mejor seguimiento clinico de los sujetos en ambos grupos. Un estudio con mas sujetos y
por més tiempo podria arrojar mas datos que concuerden con una mayor susceptibilidad

para presentar manifestaciones clinicas severas.

Al analizar las diferentes poblaciones celulares en sangre periférica, se observo una clara
disminucion de los linfocitos totales, lo cual afecta las cuentas absolutas de todos los
linfocitos, a pesar de que subpoblaciones como los linfocitos T CD8", células B naive y
células B CD21'"" tengan una elevacion en frecuencias comparadas contra el grupo
control (p=0.0147, p=0.0003 y p=0.0313, respectivamente). EI comportamiento se
invierte, es decir, disminuyeron los nimeros absolutas de las células T CD8" y las células
B naive de los pacientes IDCV al compararlos con el grupo control.

Desde la primera descripcion de IDCV, se ha estudiado la funcion de las células B en
busca de comprender su participacion en esta inmunodeficiencia. La activacion adecuada
de las células B induce la diferenciacién de las células B naive en células B de memoria,
para permitir una respuesta rapida y eficiente durante la reaccion inmune3L. En los Gltimos
afios, se han demostrado varios defectos de sefializacion en una diversidad de células
inmunes en pacientes con IDCV, incluido el receptor de células B (BCR), la sefializacion
mediada por células®?, la via del receptor tipo Toll y otras moléculas asociadas a la

sefializacion a través del receptor de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF)33-%,

Yazdani y colaboradores®®, reportaron, en una cohorte de 30 pacientes con IDCV, una
disminucion estadisticamente significativa en las cuentas absolutas de algunas de las
subpoblaciones de células B. Por otro lado, en este mismo estudio, las células B
transicionales y las CD21'°% mostraron un incremento en sus cuentas absolutas. En
nuestra cohorte, solo algunos pacientes mostraron valores elevados de las celulas B
CD21'"". Estos datos demuestran que el analisis de frecuencias en estos pacientes,
requieren evaluarse en conjunto con las cuentas absolutas. La pérdida drastica de estas
poblaciones celulares en los pacientes IDCV, puede deberse a que son células maduras
que no pueden concluir su proceso de diferenciacion y mueren por apoptosis®’. Ochstrop
y colaboradores, analizaron los defectos de la maduracion de las células B empleando en

aspirados de medula dsea. Encontraron que, en 9 de 25 pacientes con IDCV, habia un
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bloqueo en las células pre-B que son incapaces de diferenciarse a transicionales o células
maduras®®. En nuestra cohorte, no observamos esta disminucion, por lo que se
descartamos que los pacientes analizados en este trabajo presenten alteraciones en la

maduracion de sus células B.

Considerando que las células B de memoria y aquellas en proceso de diferenciacion a
plasmaticas estan disminuidas en los pacientes, sospechamos que la disminucion de
linfocitos T totales y CD4*, pudiera también afectar a las subpoblaciones de células T
foliculares y las T reguladoras, posiblemente involucradas en la aparicion de las
manifestaciones clinicas severas. El anélisis comparativo de las células T reguladoras en
los pacientes IDCV clasificados en grupo | y I, mostraron como los pacientes con una
disminucion de células B de memoria con cambio de isotipo, tienen una baja frecuencia,
significativamente diferente, con respecto al grupo control (p=0.0295). Estos datos se
asemejan a lo reportado en pacientes con IDCV clasificados de la misma manera. Lopez
Herrera y colaboradores *°, han publicado que las células Treg disminuyen severamente
en aquellos pacientes del grupo | con un aumento de las células B CD21'".
Adicionalmente, al clasificar los pacientes IDCV con autoinmunidad o ausencia de esta,
sus resultados mostraron la disminucion de las Treg entre los pacientes con
autoinmunidad, tal y como se observa en nuestra cohorte. Los resultados de estas
comparaciones muestran que las Treg juegan un papel esencial en la patogénesis de IDCV

con una importante asociaciéon con autoinmunidad.

Interesantemente, a pesar de que los valores de IgA se encuentran disminuidos entre los
pacientes con IDCV, al realizar la clasificacidn por grupos, se observan mayores niveles
de IgA sérica en los pacientes del grupo Il. Al realizar correlaciones entre las Treg, los
valores de inmunoglobulinas, y la autoinmunidad, se distingue una asociacién negativa
con los valores de IgA. Esto podria explicarse con los datos descritos por Lopez-Herrera
y colaboradores, en donde los pacientes IDCV sin autoinmunidad presentan frecuencias
normales de Treg FOXP3™. Es probable las Treg en los pacientes sin autoinmunidad, de
la cohorte evaluada en el presente trabajo, no sean capaces de activarse y generar el TGF-

B que favorezca el cambio de isotipo a IgA*C.

Las células T foliculares tienen una participacion fundamental en la respuesta humoral
contra antigeos T-dependientes. En el caso de los pacientes con IDCV, se describe un

incremento en porcentaje del total de Thf en el grupo |y el total de los pacientes IDCV
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con autoinmunidad. Cunill y colaboradores determinaron subpoblaciones de células Tth
utilizando los marcadores CXCR3 y CCR6, con ellos demuestran una diminucién de
subpoblaciones similares a las Th17 y Th2 fuera de centro germinal, y un aumento en las
Thf similar a Th1(Tfh1)*. Estas poblaciones asociadas a los centros germinales,
caracterizadas por la expresion de CXCRS5, tienen la capacidad de producir 1L-21 y
colaborar con las células B maduras, a excepcion de las Tfh1%2. Estas observaciones,
sugieren la importancia de estudiar a las células Thfl, por lo que seria de utilidad incluir
en estudios futuros a la tincion de los receptores CXCR3 y CCR6 para confirmar si hay

un incremento de las Thfl en los pacientes con IDCV del grupo I.

La IL-21 fue descrita por primera vez en 2000 por Parrish-Novak et al. y Ozaki et al.**4
como una citocina clave para la expansion de células B en 6rganos linfoides secundarios.
Ademas, el desarrollo normal de las células B de la memoria depende de las condiciones
del medio, siendo la IL-21 una de las sefiales mas importantes para inducir la memoria de
células B. Se ha demostrado que la IL-21 es una citocina crucial para establecer, mantener
y regular las respuestas de anticuerpos en ratones y células B humanas*>*. Varios
estudios han revelado que varias citocinas que activan STAT3, predominantemente IL-
21, son mediadores criticos de las células B humanas en las respuestas inmunes
humorales*’. Por esta razon, en este trabajo evaluamos la produccion de IL-21 en PBMC’s
de los pacientes con IDCV. Los datos del presente estudio no definen una alteracion en
la secrecion de IL-21 por parte de las PBMC’s bajo estimulos potentes, como lo es
PMA/IONOMICINA. Se requiere un ensayo mas detallado, mediante el aislamiento de
subpoblaciones Thf circulantes, para confirmar que no exista un defecto en sus perfiles
de citocinas secretadas. De igual manera, el uso de otros estimulos, como anti-CD3 o
CD28 podria generar diferentes niveles de actividad que modifique la secrecién en los
pacientes con IDCV“8, Zdenek Hel y colaboradores reportan una alteracion en los niveles
séricos de citocinas producidas por las células T CD4 de pacientes con IDCV*. La IL-
10, uno de los principales componentes de regulacién inflamatoria e inductor de la
secrecion de inmunoglobulinas, se encontré elevada en los pacientes con IDCV.
Adicionalmente, Coraglia y colaboradores demostraron que esta elevacion de IL-10, asi
como de la IL-21, posterior a la estimulacion de PBMC’s con fitohemaglutinina (PHA) ¢
IL-2, es producida principalmente por células CXCR5®°, Estos datos indican que la
produccion de IL-10 o IL-21 no esta alterada los centros germinales, apoyando nuestros
resultados de la ausencia de un desorden a nivel de disponibilidad de la IL-21.
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El receptor de IL-21 se expresa con alta densidad en las células B naive, y su expresion
disminuye en las células B de memoria con y sin cambio de isotipo®’. Este
comportamiento no se ha evaluado previamente en pacientes que padecen IDCV, por lo
que la observacion de que las células B de memoria de los pacientes del grupo Il expresan
méas IL-21R que las células B naive del mismo grupo podria indicar defectos en la
activacion de la via IL-21/STAT3. En procesos de autoinmunidad, como lupus
eritematoso sistémica, se ha observado un incremento del IL-21R en células B atipicas,
caracterizadas por la expresion de CD11c y disminucion de CD21. Estas células se
asocian positivamente con el riesgo de sufrir nefropatia lGpica y, por el fenotipo similar
a CD21""%, a los fendmenos de autoinmunidad en IDCV5%%, Por lo anterior, seria util
analizar la densidad de IL-21R en las células B atipicas de pacientes CVID. Dichos
resultados podria explicar defectos de proliferacion que favorezca la expansion de estas

células.

La sefializacion anormal a través de la via IL-21R/yc/JAK-3/STAT3 se ha asociado con
una respuesta deficiente de anticuerpos especificos después de la vacunacion, quiza
causada por defectos en la generacion de células B de memoria. Esta relacion se ha
mostrado con claridad en pacientes con errores congénitos de la inmunidad?®. Ademas, el
aumento de la susceptibilidad a las infecciones por bacterias encapsuladas también se ha
relacionado con el eje IL-21R/yc/JAK-3/STAT3, como lo demuestran los pacientes
diagnosticados con sindrome de hiper-1gE, formas ligadas al cromosoma Xy deficiencias
relacionadas con JAK3 en inmunodeficiencia combinada grave, mutaciones de pérdida
de funcidn en el gen del receptor IL-21 y mutaciones de ganancia de funcion en la proteina
STAT3%5,

El eje IL-21/STAT3 es esencial en el desarrollo de células B, pero este mecanismo en
pacientes con IDCV ha sido poco estudiado. De acuerdo con los antecedentes
mencionados, hipotetizamos que el desarrollo deficiente de las células B en IDCV esta
relacionado probables defectos del IL-21R, que se manifiestan en alteraciones en la
fosforilacion de la proteina STAT3, posterior a la estimulacién con IL-21 recombinante.
Para ello, determinamos la fosforilacion de STAT3 en tres momentos diferentes, sin
estimulos y 15 min y 60 min después de stimular con IL-21, con el fin de evaluar la
cinética de fosforilacion de las células B. Se considero la respuesta de las células B totales,

naive y de memoria; asi como el patron de fosforilacion en los donantes sanos. En primera
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instancia, los resultados mostraron diferencias a los 60 min entre los donantes sanos y el
total de pacientes, independientemente del grupo de subpoblaciones de células B. La
fosforilacion de STAT3 se observé incrementada, aunque se esperaba disminuida.
Después de estos hallazgos, los pacientes se clasificaron de acuerdo con las frecuencias
de células B de memoria; grupo | y grupo Il . Ambos grupos mostraron diferencias
estadisticas en comparacion con los donantes sanos, con un aumento de pSTAT3 a los 60
min en las células B de memoria. Ademas, los pacientes del grupo I, mostraron una
diferencia significativa entre pPSTAT3 sin estimulo y pSTAT3 a los 60 min, discrepando
con el patron de fosforilacion de los donantes sanos. Respecto al grupo I, se observd
como la fosforilacion de STAT3 aumento a los 15 y 60 min. Aunque en este grupo no
hubo diferencias significativas respecto a su condicién sin estimulo, se requieren mayor
numero de muestras para definirlo. Nuestros resultados apoyan que existe un defecto en
la actividad de la via IL-21/STAT3 y se refleja un patrdn atipico en la fosforilaciéon de
STATS3, principalmente en las células B de memoria, a los 60 min post estimulacion.
Resultados similares han sido reportados en varios trabajos de investigacion, Clemente A
y colaboradores concluyeron que el aumento de pSTAT3 detectado en las células B de
los pacientes con IDCV vy la expresion reducida de las células B de memoria en estos
pacientes podria deberse a la susceptibilidad de estas células a morir por apoptosis®’®,

A pesar de que las técnicas y los estimulos no son similares en los dos estudios, se
observaron defectos similares dentro de la via de sefializacion IL-21/ STAT3 en pacientes
con IDCV. Ademas, en el presente estudio, los pacientes con IDCV se caracterizan por
una alta frecuencia de procesos inflamatorios o autoinmunes; enfermedades autoinmunes
(45.83%), esplenomegalia (25%), granuloma (8.33%) y linfadenopatia (41.66%).

En los ultimos afios, se ha acumulado evidencia de la participacion clave de IL-21 en
enfermedades autoinmunes, alergias y trastornos inflamatorios®. Entre estas funciones,
un papel relevante de esta interleucina en el contexto de la autoinmunidad es participar
como un importante regulador de la proliferacion y diferenciacion de las células B y las
células secretoras de anticuerpos*®. Rasmussen T.K. y colaboradores demostraron que los
pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES) tienen una reduccién de la fosforilacion
de STAT3 en las células T CD4 + después de la estimulacién de I1L-21 y altos niveles de
SOCS1 en comparacion con los donantes sanos®. Por otro lado, Huang X y colaboradores
observaron altos niveles de STAT3 total y STAT3 fosforilada en células T CD4+ asi
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como después de la estimulacion con otros activadores del eje STAT3, como IL-6 0 IL-
106L,

Recientemente, Lemarquis A.L. et al. determinaron que la deficiencia selectiva de IgA
(slgAD) tiene defectos en las respuestas de las células B, ya sean dependientes de T o
independientes de T; ademas, sus resultados indican una reduccion de la fosforilacion de
STATS3 inducida por IL-21 en células B de pacientes con sIgAD. La conclusion a la que
Ilegan es que la disminucion de pSTAT3 podria representar una formacion aberrante del
centro germinal o una interrupcion en su desarrollo®. A pesar del trabajo limitado sobre
STAT3 en las células B, se podria concluir que el defecto estd en el proceso de la
diferenciacion de las células plasmaticas. Adicionalmente, se han descrito defectos en el
TLR-9 en pacientes IDCV. Se ha demostrado que una coestimulacién de CpG e IL-21
mejora la fosforilacion de STAT3 en células B humanas®®4, Por lo que seria deseable en
un proximo estudio analizar el papel de TLR9, en conjunto con IL-21 en nuestra cohorte

de pacientes.

Ademas de STATS3, IL-21 puede activar a STAT5 y STATL. En pacientes con ganancia
de funcion de STAT3 se observa un fendémeno que afecta los otros miembros de la familia
de STAT, como por ejemplo, la disminucién en la fosforilacion de STAT5 bajo la
estimulacion con IL-2, y de STAT1 estimulada con INF-y®6. STAT5, activado por 1L-21,
induce la expresion de SOCS3 y de BCL6 en células B naive. Los PBMC’s de pacientes
carentes de STATS presentan una expansion de las células B con cambio de isotipo®.
Esto nos habla de cémo STATS podria tener una participacion relevante bajo la
estimulacion de 1L-21 en los pacientes con IDCV. La diferenciacion a plasmablastos
podria deberse al bloqueo de la via de sefializacion por la actividad de SOCS3 'y de BCL6
inducidos por STATS.

Por otro lado, una de las técnicas con mayor recurrencia, cuando la muestra de células B
es limitada, es la inmortalizacion de células B con EBV®®. Diversos ensayos “in vitro” se
Ilevan a cabo en estas células denominadas lineas celulares de células B linfoblastoides
(LCL), debido a que los desérdenes genéticos intrinsecos de las células B se mantienen
independientemente del estado de latencia que provoca el EBV. Algunos reportes de la
literatura indican que el uso de LCL es un buen modelo para observar alteraciones en
sefializacion por IL-21 de STAT’s®’. Sin embargo, en el presente estudio, la estimulacion

con IL-21 no mostro el patrén de fosforilacion, con diferencias significativas, como el
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observado en PBMC’s en células de los donadotres sanos; incluso las células
inmortalizadas de los pacientes con GOF STAT3 no presentaron un patron de
fosforilacion diferente al de los controles. Por otro lado, unicamente las LCL de los
pacientes IDCV mantienen una fosforilacion incrementada (observable por WB hasta los
120 min posterior a la activacion con IL-21). La estimulacion continua por 6 dias podria
fomentar la induccion de la proteina LMP1 (CD40-Like) del EBV y la disminucion de la
proteina de latencia EBNA2%, que podria corregir el defecto intrinseco de las células B

para diferenciarse a células B de memoria en los sujetos con IDCV del grupo I.

Entre nuestros hallazgos, describimos una correlacion entre la gravedad de las
manifestaciones clinicas con un alto porcentaje de fosforilacion de STAT3 en células B
de memoria a los 60 min posterior a la estimulacion con IL-21. Mientras las infecciones
respiratorias se presentan en la mayoria de los pacientes, muchos de ellos también tienen
otras complicaciones no infecciosas como esplenomegalia y enfermedades autoinmunes
altamente relacionadas con la mortalidad. Por esta razon, la puntuacién de severidad
clinica tiene niveles elevados debido a procesos inflamatorios y autoinmunes. Ademas,
al correlacionar el aumento de la fosforilacion de STAT3 con la puntuacion de severidad
clinica se encontr6 una asociacion positiva (r= 0.7901 p<0.0001). Estos resultados
sugieren que el patrén atipico de pSTAT3 a los 60 min posterior a la estimulacion con
IL-21, este relacionado con presencia de manifestaciones clinicas graves en pacientes con
IDCV, como enfermedades inflamatorias y autoinmunes. Recientemente, se ha
demostrado que la disminucién de la diferenciacion de las células B naive a células
plasmaticas en humanos, es una consecuencia de la alteracion de las sefiales de la via IL-
21R/STAT3. Apoyando este hecho, se han descrito pacientes con variantes geneticas
hipomorficas de STAT3 con defectos en la diferenciacion de las células B naive a
plasmaticas, estimuladas con I1L-10 o IL-21 “in vitro” ®°.

Es necesario realizar un estudio mas profundo de las moléculas implicadas la via IL-
21R/STAT3, como Blimp-1, SOCS3, etc., para comprender la forma en que los defectos
en este eje participan en pacientes con IDCV. En conjunto con lo reportado previamente
en poblacion irani con IDCV, estos hallazgos permiten sospechar de defectos no solo en
la activacion de STAT3, sino también en la regulacion de sus genes blanco™. Sin

embargo, este trabajo no alcanzé a abordar estas preguntas.
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5. Conclusién.

Los pacientes con IDCV con frecuencias normales de células B de memoria con cambio
de isotipo (grupo Il) presentan un aumento en la densidad IL-21R en las células B de
memoria respecto a las células naive. Este incremento en el receptor en las células B de
memoria, conduce a una cinética alterada en la fosforilacion de STAT3 en respuesta a IL-
21. Los pacientes con IDCV con una disminucién de células de memoria con cambio de
isotipo (grupo 1) tienen una expresion similar de IL-21R en células B naive y de memoria.
Esta diferencia en el grupo | respecto a los pacientes del grupo Il, se asocia a un mayor
puntaje de severidad, a la disminucion de Tregs y al incremento de Thf, como ocurre en
los pacientes con IDCV con autoinmunidad. Los pacientes con IDCV muestran defectos

en la expresion del receptor y en la sefializacion de IL-21.
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Perspectivas.
e Determinar la diferenciacion de células B en PBMC’s de pacientes con IDCV a

células plasmaticas productoras de anticuerpos bajo la estimulacion con algM,
CD40L con y sin IL-21.

e Estudiar las proporciones de subpoblaciones de células Thfl7, Thfl y Thf2
circulantes usando los receptores CXCR3 y CCR6.

e Evaluar la fosforilacion de STAT5 y STAT1 posterior a la estimulacion con IL-

21 en subpoblaciones de células B.

e Determinar la localizacion nuclear de los factores de transcripcion STATS3,
STAT5y STAT1 por WB y microscopia confocal.

e Cuantificar los transcritos de los genes blanco de STAT3 por gPCR.
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9. Anexos.
9.1. Secuenciacion de exones 9-10 de STAT3 de paciente 1
Ambos “primers” fueron disefiados para amplificar la secuencia de los 2 exones.

Se utiliza el software Chromas (v2.6.6) para la visualizacion de la secuencia amplificada y el software en
linea CLUSTAL O(v1.2.4) para el alineamiento multiple de secuencias.

Se confirma la mutacion en el exén 10 (resaltado amarillo), sin reportes previos.

Primer Fw

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment
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9.2. Secuenciacion de exones 22-23 de STAT3 de paciente 2
Ambos “primers” fueron disefiados para amplificar la secuencia de los 2 exones.

Se utiliza el software Chromas (v2.6.6) para la visualizacion de la secuencia amplificada y el software en
linea CLUSTAL O(v1.2.4) para el alineamiento multiple de secuencias.

Se confirma la mutacion en el exdn 22 (resaltado amarillo), previamente reportada en:

Alperin, J. M., & Sawalha, A. H. (2018). Monogenic Lupus: A Developing Paradigm of Disease.
Frontiers in Immunology, 9. https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.02496
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9.3. Expresion de pSTAT3 en nucleo en LCL’s de donador sano posterior al
estimulo con IL-21.

Campo claro DAPI pPSTAT3 Merge

N/E

IL-21 & mi

IL-21 15 mi

9.1. Expresion de pSTAT3 en nucleo en LCL’s de paciente GOF STAT3
posterior al estimulo con IL-21.
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Background: Common Variable Immunodeficiency (CVID) is a heterogeneous disorder characterized by
defective B cell differentiation and antibody production. Interleukin (IL)-21 activates STAT3, a potent reg-
ulator of B cell differentiation into plasma cells. We have studied the phosphorylation of STAT3 in CVID
patients and its contribution to B cells subsets.

Methods: We studied 23 CVID patients and 14 healthy donors (HD), determining pSTAT3 in naive and
memory B cells, stimulated with IL-21 at 15 and 60 min.

g‘el};\gords: Results: pSTAT3 was increased in total (p = 0.044), naive (p = 0.023), and memory (p = 0.001) B cells at
STAT3 60 min in CVID patients compared with HD. We classified patients by the percentage of isotype-
IL-21 switched memory B cells. We observed an increase in pSTAT3 at 60 min in memory B cells in both
B cell CVID groups of patients (p = 0.026, p = 0.007, respectively). Interestingly, the analysis of each group indi-

vidually; demonstrated that patients with decreased memory B cells exhibited an increase in pSTAT3 at

60 min (p = 0.023), while HD had an expected decrease in pSTAT3 (p = 0.045).

Conclusion: CVID patients showed an increased atypical of pSTAT3, which could affect the differentiation

of B cells. Further studies in the IL-21 pathway are necessary to understand how this alteration could pro-

mote differentiation defects in patient B cells.

© 2022 American Society for Histocompatibility and Immunogenetics. Published by Elsevier Inc. All rights
reserved.

1. Introduction

Common Variable Immunodeficiency (CVID) is the second most
frequent primary immunodeficiency in humans. Heterogeneous

Abbreviations: STAT3, Signal transducer and activator of transcription 3; IVIG,
Intravenous Immunoglobulin G; PMBC, Peripheral Blood Mononuclear Cell; MFI,
Mean Fluorescence Intensity; JAK3, Janus Kinase 3; Blimp-1, B lymphocyte-induced
maturation protein-1; SOCS3, Suppressor of cytokine signaling 3; MAPK, Mitogen-
activated protein kinase; ERK, Extracellular signal regulated kinase; PI3K, Phos-
phoinositide 3-kinase; AKT, Protein Kinase B; yc, Common Gamma Chain.
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clinical and immunologic manifestations characterize CVID. The
patients have low serum antibody concentrations, increased sus-
ceptibility to respiratory infections, and inadequate vaccines
response. Patients may also experience a wide variety of clinical
complications, including autoimmunity, inflammation, and malig-
nancy [1,2].

Have been described many immunological defects in CVID,
including alterations in the frequency of T cells and functions
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Introduction: Around 20% of all inborn errors of immunity (IEl) are autosomal domi-
nant or monoallelic, either by haploinsufficiency, negative dominance, or gain of
function (GOF). GOF phenotypes usually include autoinflammation, autoimmunity,
lymphoproliferation, allergies, and some infections.

Case series: We describe the cases of two unrelated patients born of HIV-seroconcor-
dant parents. Both patients are HIV-negative but carry de novo GOF missense variants
that resulted in inflammatory lymphoproliferative IEI diseases: signal transducer and
activator of transcription 3 (STAT3)-GOF and phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic
delta (PIK3CD)-GOF. Both variants were found through whole-exome sequencing and
confirmed by Sanger.

An T1-year-old male with recurrent sinopulmonary infections, dysmorphism, growth
delay, bronchiectasis, and mild mental retardation, as well as lymphopenia, thrombo-
cytopenia, and high immunoglobulin M. Both his parents were known to be HIV-
positive under anti-retroviral treatment. HIV infection was repeatedly ruled out in the
patient, whom through whole-exome sequencing was found to have a heterozygous
missense variant in exon 24 of PIK3CD, a hotspot transition, and the most reported
variant in PIK3CD-GOF patients.

A 6-year-old male with autoimmune hemolytic anemia, lymphoproliferation, short
stature, and intractable diarrhea. Both his parents were found to be HIV-positive. HIV
was repeatedly ruled out in the patient by ELISA and viral load. He was found to have a
heterozygous missense/splice variant in exon 22 of STAT3, a hotspot transition, and the
most reported variant in STAT3-GOF patients.

Discussion: The AID/APOBEC3 A-H family of proteins are cytidine deaminases that

induce G>A hypermutation in both the invading viral DNA and the host genome,
which results in stop codons inside the endogenized retroviral sequence. Both variants
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