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1.1. INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS

Las inmunodeficiencias primarias (IDP) son un grupo heterogéneo de
enfermedades, causadas por defectos en el desarrollo y la maduracién del sistema
inmunolégico. Son enfermedades poco conocidas y han estado durante muchos
afos infradiagnosticadas. A excepcidn de la deficiencia de IgA, que afecta a uno de
cada 700 individuos en nuestro medio, la incidencia se estima en 3-5 por cada
10.000 nacimientos’. Aunque en muchas inmunodeficiencias se ha podido

determinar una causa genética, en otras la causa permanece desconocida® 2.

Las manifestaciones clinicas de las IDP suelen aparecer temprano, pero pueden
comenzar a cualquier edad de la vida. Las mas significativas son las infecciones de
repeticion, aunque también estan presentes otras patologias, como los procesos

autoinmunes o neoplasias, con una incidencia superior a la de la poblacién general®.

Las infecciones que padecen los enfermos con IDP no sélo son mas frecuentes,
sino que suelen ser mas graves, de evolucion térpida y con peor respuesta a los
tratamientos antibiéticos. Ademas, pueden ser causadas por gérmenes de baja
virulencia, no patégenos para las personas que tienen un sistema inmunol6gico

normal®.

Ante la sospecha clinica de una IDP, las primeras pruebas complementarias a
realizar son un hemograma y una cuantificacion de inmunoglobulinas séricas, cuyas
anomalias seran la primera indicacion de un defecto inmunoldgico (ver protocolo
diagnéstico ante la  sospecha de una IDP en la pagina
Web:http://aeped.es/protocolos). Al mismo tiempo, hay que iniciar una serie de
pruebas y estudios inmunolégicos para identificar el tipo de IDP y hacerlo, si es
posible, a nivel molecular. El conocimiento de la mutacién responsable de la IDP en
una familia, permite realizar el consejo genético y diagnodstico prenatal en cada

caso”.

El proceso diagnéstico de una forma concreta de IDP es complejo, si tenemos
presente que a la vez que se identifican nuevas mutaciones y defectos moleculares
responsables de diferentes IDP, aparecen formas variantes con clinica y analitica

atipicas de IDP, no filiadas en la clasificacién actual de la OMS?>®.



- INTRODUCCION -

En todas las IDP con defecto en la formacién de anticuerpos tipo IgG el tratamiento
consiste en la administracion de gammaglobulina endovenosa, que aporta al
paciente los anticuerpos deficitarios’. El tratamiento de base en las deficiencias
combinadas de células T y B es el transplante de médula 6sea, que sustituye las

células defectuosas del paciente®.

1.1.1. CLASIFICACION DE LAS IDP

El Comité Cientifico de la International Union of Immunology Societies (IUIS),
patrocinado por la OMS, se relne periddicamente para actualizar la clasificacion de
las IDP donde se incluyen nuevas patologias, pruebas diagnésticas vy
tratamientos™?. Dentro de los siete grandes apartados que relacionan cada IDP con
la alteracion del sistema inmunitario que la produce, se agrupan mas de 100 de

estas enfermedades:

1) Inmunodeficiencias graves combinadas de células Ty B

2) Deficiencias predominantemente de anticuerpos

3) Otros sindromes de Inmunodeficiencia bien definidos

4) Deficiencias del sistema del complemento

5) Defectos congénitos del numero y/o funcion de los fagocitos
6) Inmunodeficiencias asociadas a procesos linfoproliferativos

7) Inmunodeficiencias asociadas a otras enfermedades congénitas.

1.1.2. REGISTRO NACIONAL E INTERNACIONAL DE LAS IDP

El Registro Espafiol de Inmunodeficiencias Primarias (REDIP) nacié en el afio
1993 con el fin de recoger la incidencia de estas enfermedades en Espafia’. La
centralizacion de los datos epidemioldgicos facilita la colaboracion de diferentes
centros nacionales dedicados al estudio de las IDP y asi, contribuye a la mejoria del
proceso de diagndstico y tratamiento de los pacientes. El Registro Espafiol colabora

con el Registro Europeo de Inmunodeficiencias (ESID).

Desde el enero de 1980 hasta el agosto de 2002 se han diagnosticado y registrado

en Espafia 2357 pacientes con IDP. De acuerdo a su clasificacion por grandes
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grupos, segun se muestra en las tablas del REDIP (Anexo N° 1), son mayoritarias
las inmunodeficiencias predominantemente de anticuerpos (69%), de las cuales 868
registros (el 37% del total) corresponden a deficiencia selectiva de IgA y 449
registros pertenecen a inmunodeficiencia variable comun (IDVC), (19% del total). La
figura 1.1. muestra el nimero de casos de las 6 IDP mas frecuentes en Espafia,

segun el informe del REDIP del afio 2002.

NUmero de casos de las distintas IDP registrados en el REDIP
informe del 2002

Deficiencia de IgA 868
Inmunodeficiencia variable comun 449
Inmunodeficiencia grave combinada 292
Deficiencia de complemento 279

Deficiencia de subclases de 1gG 132
Agammaglobulinemia 93
Enfermedad granulomatosa cronica 66

Figura 1.1. Numero de casos registrados en REDIP (2002) de las 6 IDP més frecuentes en Espafa.

Segun este mismo informe, las patologias asociadas con mayor frecuencia han sido:
infecciones de repeticion, presentes en el 87% de casos, autoinmunidad en un 3,8% y
neoplasias en un 0,9% de todas las IDP.

La comparaciéon de los datos del registro espafiol (REDIP) con los obtenidos por el

registro europeo (ESID) no presenta diferencias significativas (http://www.esid.org).

11.3. IDP CON DEFECTOS PREDOMINANTEMENTE DE
ANTICUERPOS

Este grupo incluye las dos IDP mas frecuentes: el déficit selectivo de IgA vy la
Inmunodeficiencia Variable Comun (IDVC). Sélo un tercio de los pacientes con
déficit de IgA presenta clinica infecciosa y/o autoinmune, por lo que la IDVC pasa a

ser la IDP sintomatica mas frecuente'®.
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Los defectos moleculares en este grupo de IDP son muy heterogéneos, pudiendo
afectar cualquier elemento de la respuesta humoral, dando lugar a una falta
cuantitativa y/o cualitativa de la producciéon de anticuerpos®. Se incluyen en este

grupo las siguientes IDP (ESID, http://www.esid.org):

1) Déficit selectivo de IgA.

2) Inmunodeficiencia Variable Comun (IDVC).

3) Deficiencia selectiva de las subclases de IgG.

4) Agammaglobulinemia ligada al cromosoma X.

5) Déficit de anticuerpos con concentracion normal de inmunoglobulinas.
6) Agammaglobulinemia autosémica recesiva.

7) Deficiencia de AID

8) Hipogammaglobulinemia transitoria de la infancia

9) Deleciones en el gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas.

10) Deficiencia autosémica recesiva de la cadena kappa.

En la figura 1.2. se muestran algunos de los defectos moleculares responsables de

las IDP con defecto predominantemente de anticuerpos.

Precursor Pro—B call Pre-B call Immature B cell

- gTep AL

Ptk
CD34 CD34- W heavy chain Ccoad Co34
CoMg- co1g I’—‘J CD19 Co1g"
5 sl 1 | slg
g g G i g g
LARCE

Figura 1.2. Algunos de los defectos moleculares responsables de las IDP con defecto predominantemente de
anticuerpos. Estos defectos causan un paro madurativo en el desarrollo de los precursores de los LB, paso de la
célula pro-B a pre-B, cuya consecuencia final es la hipogammaglobulinemia. Modificado del J.Clin.Invest. Dec.2003.
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1.2. INMUNODEFICIENCIA VARIABLE COMUN Y DEFICIT DE IgA

1.2.1. DEFINICION

La Inmunodeficiencia Variable Comun (IDVC) y el Déficit de IgA (DIgA) son las
inmunodeficiencias primarias mas frecuentes. Se caracterizan por un defecto de la
produccién de anticuerpos debido a anomalias todavia no identificadas de la
diferenciacion terminal de los linfocitos B. La IDVC se caracteriza por
hipogammaglobulinemia de 2 o mas isotipos de inmunoglobulinas, una mayor
propensidon a las infecciones bacterianas, sobre todo del tracto respiratorio y
digestivo y el desarrollo de enfermedades autoinmunes y tumorales™?. El DIgA se
define por la ausencia de IgA en el suero y en las secreciones mucosas. Aunqgue los
individuos con DIgA son habitualmente asintomaticos, algunos sufren un mayor

namero de infecciones y desarrollan enfermedades autoinmunes y alérgicas™?.

La aparicién de ambas enfermedades en la misma familia y la progresion del DIgA a

la IDVC han sido bien documentados!*?

. Una mayor incidencia del déficit de
subclases de IgG y procesos autoinmunes entre los familiares (hasta en un 20% de los
casos) y la asociacion con un determinado haplotipo HLA, también indican una

predisposiciéon genética para el DIgA y la IDVC®Y

. Se postula que estas dos
enfermedades representan los extremos opuestos de un espectro clinico del mismo
defecto genético de la inmunodeficiencia humoral que va desde el DIgA selectivo
hasta la hipogammaglobulinemia e incapacidad de la produccion de anticuerpos,

caracteristica de la IDVC?.

La incidencia del DIgA en nuestro entorno se estima sobre 1:700 individuos.
Después del DIgA, la IDVC es la inmunodeficiencia primaria mas frecuente, con una
incidencia estimada entre 1:10.000 y 1:50.000 individuos. Ambas afectan por igual a
ambos sexos, con cierto predominio de los varones. La IDVC se diagnostica a
cualquier edad aunque existen dos picos de frecuencia importantes, uno en la infancia
y otro entre los 20 y 30 afios'® 8. El diagnostico del DIgA suele ser un hallazgo
casual de laboratorio en los pacientes en estudio por las manifestaciones

gastrointestinales o alérgicas'®.

La caracteristica principal de la IDVC y del DIgA son su variabilidad clinica e

inmunolégica'®?. La mayoria de los pacientes con DIgA son asintomaticos pero

pueden presentar sintomas clinicos parecidos a los de los pacientes con IDVC!*,
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Las infecciones respiratorias son los sintomas iniciales de casi todos los pacientes
con IDVC'*?° Ademas, existe una gran variabilidad de otros sintomas, infecciosos y
no infecciosos, de diversa gravedad, presentes entre los pacientes y sus familiares
de primer grado’. Entre éstos destacan los sintomas digestivos (diarreas agudas y
cronicas, malabsorcién, pérdida de peso, etc.), autoinmunes (citopenias, artritis
reumatoide, etc.), linfoproliferativos con o sin formacibn de granulomas
(esplenomegalia, linfadenopatias) y tumorales (linfomas, leucemias, carcinomas,

etc.).

Los hallazgos de laboratorio son también muy heterogéneos. En pacientes con IDVC,
ademas de la presencia de hipogammaglobulinemia de 1gG e IgA, concentraciones
variables de IgM (bajas, normales o incluso aumentadas) y produccion anormal de
anticuerpos especificos, se han descrito otras alteraciones, tales como:, presencia
de diferentes tipos de autoanticuerpos con valor clinico desconocido, linfopénia,
sobre todo a expensas de los linfocitos T CD4 positivos, cifras variables de linfocitos
B (desde muy bajas, hasta valores de normalidad), o de las células citocidas

naturales (NK) y alteracion de la respuesta proliferativa de los linfocitos?#.

Los pacientes con DIgA tienen, generalmente, las subpoblaciones y funcién
linfocitarias dentro de los limites de la normalidad. La concentracion de la 1gG e IgM
suele estar también en los limites de la normalidad o puede estar aumentada. En
muchos pacientes con DIgA estan presentes cambios simultidneos en las subclases de
la IgG, con déficit de anticuerpos especificos anti-polisacéridos de la clase 1gG2, o total

ausencia de la IgG2 o IgE™®*®,

1.2.2. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LOS PACIENTES CON IDVC

Los pacientes con IDVC presentan una amplia variedad de patologias infecciosas, no
infecciosas, autoinmunes y linfoproliferativas que pueden afectar a cualquier sistema

del organismo, pero sobre todo al aparato respiratorio y digestivo'®®.

1.2.2.1. MANIFESTACIONES RESPIRATORIAS

El 99% de pacientes con IDVC han sufrido infecciones respiratorias de distinta

gravedad a lo largo de su vida. Son el principal motivo de consulta médica que lleva
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a su diagndstico’®?°. En un alto porcentaje, son las primeras manifestaciones que
alertan sobre la existencia de una IDP. Su ausencia, 0 baja incidencia y gravedad, es
la principal causa del retraso en el diagnostico y consecutivamente en el comienzo del
tratamiento sustitutivo con gammaglobulina endovenosa. Las mas frecuentes
incluyen: neumonias (66%), sinusitis (60%), bronquitis (45%), otitis media vy
mastoiditis (29%) acompafiados frecuentemente de secrecion nasal purulenta y
expectoracion, pudiendo presentar bronquiectasias en edades tempranas de la

vida®®.

Las bacterias encapsuladas (Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Moraxella catarrhalis, etc.) son los gérmenes mas
habituales, responsables de la mayoria de estas infecciones, ya que el proceso de su
eliminacién requiere la colaboracion de anticuerpos opsonizantes (IgG), que son
precisamente los que fallan en estos pacientes. En pacientes con linfopenia T CD4
existe una susceptibilidad aumentada a padecer infecciones pulmonares por
Mycoplasma pneumoniae e infecciones virales por enterovirus, Herpes simplex,
varicela zoster y citomegalovirus *"°,

En estos pacientes, las infecciones respiratorias son mas graves y se convierten en
cronicas con mayor frecuencia que en la poblacion general, causando, con el
tiempo, dafio pulmonar irreversible (deterioro progresivo de la funcion y estructura
pulmonar) y bronquiectasias con sobreinfecciones respiratorias continuas®. La EPOC
y la insuficiencia respiratoria crénica con cor pulmonale son los principales factores
condicionantes de la calidad de vida, en los pacientes en los que el tratamiento
sustitutivo ha limitado las exacerbaciones infecciosas agudas, pero no puede

reparar el dafio estructural ocasionado®.

Una vez establecido el tratamiento sustitutivo adecuado, las infecciones
respiratorias mejoran notablemente, disminuyendo su frecuencia y gravedad. Segun
estudios publicados, cerca del 17% de los pacientes con IDVC presentan
bronquiectasias ya al momento del diagnéstico® La situacién es mas grave cuanto
mayor es el lapso del tiempo entre los primeros sintomas respiratorios y el

diagndstico y comienzo del tratamiento'®*"*8,

El diagndstico precoz y comienzo del tratamiento sustitutivo con gammaglobulina

intravenosa es de primordial importancia no sélo para prevenir y controlar los procesos

infecciosos, sino también para evitar el desarrollo de una neumopatia crénica®%.
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1.2.2.2. MANIFESTACIONES GASTROINTESTINALES

Hasta un 60% de los pacientes con IDVC presentan patologia digestiva de diversa
gravedad. Las infecciones recurrentes del tracto intestinal son producidas
comunmente por Giardia lamblia, Salmonella, Escherichia coli, Campylobacter jejuni,
rotavirus, etc.}”?°,

Las alteraciones digestivas mas frecuentes en los enfermos con IDVC son: diarrea
recidivante, diarrea crénica asociada o no al sindrome de malabsorcién y
malnutricién, intolerancia a la lactosa y pérdida de peso®. El estudio histolégico del
intestino muestra con frecuencia lesiones, tales como hiperplasia nodular linfoide
(HNL), atrofia de vellosidades de diversos grados y ausencia de células plasmaticas.
La HNL se caracteriza por la presencia de pequefios nddulos linfoides en el intestino
delgado, colon o recto y su patogenia parece estar relacionada con la persistente
estimulaciéon antigénica de los linfocitos B residuales en la pared intestinal y su

escasa capacidad para sintetizar anticuerpos®’.

1.2.2.3. OTRAS ENFERMEDADES INFECCIOSAS

Las infecciones producidas por hongos, micobacterias y protozoos (Pneumocystis
carinii) ocurren también mas frecuentemente de lo esperado en pacientes con IDVC.
Ademas pueden aparecer: septicemia, meningitis, encefalitis (por enterovirus),
poliartritis  séptica destructiva, mononucleosis infecciosa, infecciones por

micoplasma, poliomielitis asociada a la vacuna, etc.!”?°.

1.2.2.4. MANIFESTACIONES LINFOPROLIFERATIVAS

Aproximadamente un tercio de los pacientes tienen esplenomegalia vy
linfadenopatias toracicas, mesentéricas y/o retroperitoneales. Los ganglios linfaticos
muestran una importante hiperplasia folicular reactiva. En la imagen ecogréfica, la
espleno y hepatomegalia pueden ser homogéneas, o con granulomas no

caseificantes®® 2526,
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1.2.2.5. MANIFESTACIONES AUTOINMUNES

La asociacion entre inmunodeficiencia y autoinmunidad no es una excepcion en el
caso de la IDVC. Alrededor de un 30% de los pacientes sufre trastornos autoinmunes
(anemia hemolitica autoinmune, purpura trombocitopénica idiopatica, artritis
reumatoide, neutropenia, anemia perniciosa, lupus eritematoso sistémico,
esclerodermia, etc.) o presentan diferentes tipos de autoanticuerpos de valor clinico
desconocido. Esta sintomatologia es mas frecuente en las mujeres que en los

varones®®,

1.2.2.6. NEOPLASIAS

La incidencia de neoplasias sélidas y hematoldgicas esta incrementada de 8 a 13
veces, sobre todo en mujeres’®, si la comparamos con el grupo de individuos no

inmunodeficientes de igual edad y sexo.

Las neoplasias mas frecuentes son las epiteliales de origen gastrointestinal (carcinoma
géstrico), que suelen estar asociadas a atrofia gastrica®, y los linfomas. Estos ltimos
son principalmente non-Hodgkin y tienden a ser de origen extranodal, de tipo B, bien

diferenciados?’.

La causa de esta alta incidencia de neoplasias es desconocida, aunque es posible
gue la estimulacién antigénica permanente y la disregulacion de la inmunidad celular
intervengan como factores de riesgo. El tratamiento sustitutivo adecuado parece

frenar esta incidencia®%.

1.2.3. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LOS PACIENTES CON DIgA

Aungue la mayoria de los pacientes con DIgA son asintomaticos, en otros el DIgA ha
sido asociado a un asombroso nimero de patologias especificas®®. Entre ellas

destacan:

a) Infecciones sinopulmonares recurrentes bacterianas y viricas. Estas son maés
frecuentes en pacientes con el déficit de IgG2 concomitante pero también se

describieron en los pacientes sin otro defecto inmunoldgico conocido.

11
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b) Enfermedades intestinales: giardiasis, hiperplasia nodular linfoide, celiaquia y
enfermedad intestinal inflamatoria.

¢) Enfermedades autoinmunes o presencia de multiples autoanticuerpos, incluso con
ausencia de la enfermedad.

d) Alergias: conjuntivitis, rinitis, urticaria, eccema atopico, asma bronquial, alergia

alimentaria.

1.2.4. DIAGNOSTICO DE LOS PACIENTES CON IDVC

El diagnostico de IDVC se basa, actualmente, en el fenotipo clinico y analitico de los

pacientes (Anexo N° 2)*1¢,

La sospecha clinica de un posible trastorno inmunoldgico es un elemento clave en el
proceso diagndstico de la IDVC. Dado que ésta puede debutar en todas las edades,
incluso las mas avanzadas, con frecuencia no se piensa en ella y los pacientes
siguen siendo diagnosticados, y por lo tanto tratados, con mucho retraso desde el
inicio de los sintomas y muchas veces cuando ya han desarrollado alteraciones

orgénicas irreversibles.

Una vez se realiza la sospecha clinica, el diagnéstico de una posible IDP es
relativamente sencillo en la mayoria de los pacientes. Una simple determinacion de
inmunoglobulinas séricas, hemograma y poblaciones linfocitarias, pruebas
complementarias accesibles a todos los niveles sanitarios, corroboran o excluyen

este diagndstico y orientan en el tratamiento en la mayoria de los casos®*3.

La mayoria de pacientes con IDVC presentan®®: IgG inferior a 500mg/dl, IgA bajo o
indetectable, déficit de subclases de la IgG en el siguiente orden de frecuencia:
1gG2>1gG1>1gG3; IgM e IgE reducidas, poblaciones linfocitarias normales y
alteracion en la funcién de los LT. Un porcentaje de pacientes con IDVC
presentan’®: disminucion del nimero de LB y disfuncién de diferentes células del

sistema hematopoyetico (linfopenia, plaguetopenia).

Cuando las inmunoglobulinas se hallan en los limites bajos de la normalidad y el
paciente presenta sintomatologia infecciosa, es necesario investigar su capacidad
de formar anticuerpos (ac)®**®. Se valoran ac naturales como las isohemaglutininas

(IgM) y ac anti-estreptolisinas (IgG), y ac especificos a diferentes vacunas (IgG). Se

12
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valoran los ac anti-tétanos y difteria, para ver la capacidad de formacién de ac en
respuesta a los antigenos proteicos y ac anti-neumococo®, meningococo y

hemofilus B (Hib)*® para valorar la respuesta a polisacaridos.

Actualmente no existe ninguna prueba de certeza que permita confirmar el
diagnéstico de la IDVC y este se basa en la exclusibn de otras causas que
produzcan hipogammaglobulinemia (Anexo N° 3), tanto de origen secundario®*’
(enteropatias con pérdida de proteinas, sindrome nefrético, enfermedad
linfoproliferativa, algunas drogas, etc.), como primario (otras IDP con un defecto

molecular conocido)'?10:16:3435

El valor de IgM es importante, ya que si es elevado hay que descartar, en varones,
el sindrome de hiper IgM ligado al cromosoma X, cuyo tratamiento de primera
eleccion es el trasplante de médula 6sea®. También el nimero de células B es
importante, ya que cuando estd muy disminuido (<2%) se tiene que descartar una
agammaglobulinemia autosémica recesiva o ligada al cromosoma X (ALX).
Actualmente el diagndstico molecular, con la deteccion de las mutaciones en el gen

de la B-tirosin-kinasa (Btk), es posible en mas del 90% de los casos de ALX"?.

En los pacientes varones con sintomas linfoproliferativos hay que descartar el

sindrome linfoproliferativo ligado a X*°.

En niflos menores de 2-3 afios, que pueden presentar una hipogammaglobulinemia
transitoria de la infancia, es dificil diagnosticar una IDVC. En esta fase, en la que
disminuye la concentracion de inmunoglobulinas maternas en el nifio y se inicia su
propia produccion, hay cifras bajas de inmunoglobulinas, escasa respuesta a las
vacunas y pueden aparecer infecciones mas o menos graves. Habitualmente, el
aumento progresivo de inmunoglobulinas, junto con la desaparicion de la

sintomatologia, nos ayudan en el diagnéstico diferencial™®.

1.2.5. DIAGNOSTICO DE LOS PACIENTES CON DIgA

La mayoria de los pacientes con DIgA se diagnostican casualmente durante un
andlisis rutinario’®®, frecuentemente en los pacientes en estudio de una

enfermedad alérgica o autoinmune o estudio familiar de IDVC.
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El diagndstico del DIgA (Anexo N°4) se establece después de los 4 afios de vida ya
gue la IgA es la ultima en empezar a producirse dentro del proceso fisiologico de

maduracion de los isotipos de las inmunoglobulinas®.

La mayoria de los pacientes con DIgA presentan®®: niveles de IgG normales o
elevadas, niveles normales de IgM y las subpoblaciones linfocitarias dentro de los
rangos de la normalidad. Un alto porcentaje de los pacientes con DIgA presenta
también diferentes autoanticuerpos con valor clinico desconocido. Una minoria de
DIgA manifiestan alguna otra disfuncién inmunolégica: incapacidad de producir ac
especificos frente a antigenos polisacaridos, déficit de subclases de la I1gG vy

alteracion en la funcion de los LT3,

1.2.6. TRATAMIENTO DE IDVC

El tratamiento de base de IDVC debe realizarse, en todos los casos, con
gammaglobulina humana (GG.), a fin de aportar los anticuerpos deficitarios y apoyarse
con antibidticoterapia en las infecciones intercurrentes y con fisioterapia en los
procesos respiratorios cronicos**%34%

El tratamiento sustitutivo con GG. en pacientes con IDVC deberd mantenerse de por
vida y no caer en el error de dejarlo de administrar por hallarse el paciente en fase
asintomatica. En la actualidad, el tratamiento con GG comerciales se puede
administrar por via endovenosa (0,2 a 0,6 gr/ kg/ cada 2-3 semanas), 0 subcutanea.
Las dosis a administrar variaran en cantidad y tiempo segun la via de
administracion, pero éstas se ajustaran en cada paciente hasta conseguir unas
concentraciones de IgG sérica superiores a 600 mg/dl y el control de la

sintomatologia clinica®.

En algunos pacientes con enfermedades autoinmunes o lesiones linfoproliferativas
benignas e inflamatorias en el pulmén o tubo digestivo, esta también indicado el

tratamiento con corticosteroides locales o sistémicos™*®.
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1.2.7. TRATAMIENTO DE DIgA

La administracion de GG. a los pacientes con DIgA aislado esta contraindicada, ya que
éstos pueden producir anticuerpos tipo IgG y/o IgE frente a la IgG y/o IgA presente en
los preparados comerciales de GG., con las consecuentes reacciones adversas®. En el
caso del defecto funcional de IgG concomitante (incapacidad de producir ac
especificos frente a antigenos polisacaridos, déficit de subclases de la I1gG) y
sintomatologia infecciosa se pueden administrar los preparados de GG. con el

contenido minimo de IgA**°,

El tratamiento de los pacientes con DIgA aislado se limita al tratamiento sintomatico de
las infecciones, pudiendo recurrir a la antibioticoterapia profilactica o periodica en el
caso de las infecciones recurrentes y con fisioterapia en los procesos supurativos

crénicos™.

1.2.8. PRONOSTICO DE IDVC

La evolucion clinica y el pronéstico a largo plazo estan en funcion de***%:

a) El diagnostico precoz de la enfermedad.
b) La instauracion temprana y permanente del tratamiento con GG.
endovenosa (GG.ev.) a dosis suficientes.

c) La presencia de lesiones crénicas antes de su instauracion.

Hacer un diagnostico precoz es determinante para mejorar el prondstico. El
tratamiento continuado con GG.ev. es actualmente el Unico capaz de prevenir la
aparicion de las complicaciones respiratorias, digestivas y del resto de la patologia
asociada. Las complicaciones™ y la mortalidad (aproximadamente de un 27%)
aumentan cuanto mayor es el lapso de tiempo entre el inicio de sintomas y la
confirmaciéon del diagnostico o la instauracién del tratamiento. Las principales
causas de muerte son las infecciones pulmonares crénicas (cor pulmonale) y el
linfoma. En los ultimos afios, con el tratamiento adecuado, la supervivencia con

buena calidad de vida ha mejorado notablemente®%%,
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1.2.9. PRONOSTICO DE DIgA

En un subgrupo significativo de pacientes diagnosticados de DIgA, la concentracion

de IgA*® alcanza los niveles normales en la segunda década de la vida.

La progresion de DIgA a IDVC ha sido documentada, por lo que los nifios con DIgA
deberian ser reevaluados en la edad adolescente, y los adultos jévenes con historia
familiar de IDP e infecciones sinopulmonares recurrentes requieren una

reevaluacion, a pesar de tener los niveles de IgG previamente normales™.

1.2.10. CONSEJO GENETICO

El riesgo de IDP entre los parientes de primer grado de individuos con DIgA
asintomaticos se desconoce. Entre los IDVC con el haplotipo, o parte de él, HLA-AL,
-B8, DR3, el riesgo de IDVC y DIgA parece acercarse al 40% en sus hijos, mientras

que so6lo a un 5% en sus hermanos™®.

En estos momentos se recomienda evaluar a los hijos de los pacientes IDVC a las
edades de 5 y 10 afios, y como adultos jovenes, o cada vez que se evidencien

infecciones repetitivas, enfermedad autoinmunne o cancer de origen linfoide™®.

1.2.11. ETIOLOGIA

A pesar de los multiples estudios realizados el origen genético de estas IDPs no es

conocido?1%,

Las hipotesis que se han barajado sobre el origen de la
hipogammaglobulinemia como consecuencia de un blogueo en el paso de linfocito B
maduro a célula plasmatica secretora de anticuerpos son: a) un defecto intrinseco
del linfocito B, b) una actividad supresora excesiva de las células T, c) una
colaboraciéon defectuosa T-B, y d) un fallo en las células presentadoras de

antigeno®3*,

En los pacientes con IDVC han sido identificados multiples defectos en la expresion
y funciébn de diversas moléculas de la respuesta inmunoldgica?t?**

imprescindibles para la colaboracién efectiva entre la célula T y B. Las alteraciones
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mas frecuentemente halladas afectan a la funcion T (activacion, proliferacion,
produccién de citocinas), al inmunofenotipo T (expresion de moléculas de adhesion,
marcadores de activacion, memoria inmunologica, coestimulo), a la funcion B
(produccion de inmunoglobulinas in vitro), al fenotipo B (marcadores de madurez,
coestimulo), a la funcion de los monocitos (produccién de citocinas) y a la apoptosis
(expresion de Fas/FasL, etc.). Ninguno de estos defectos inmunoldgicos ha podido

esclarecer la etiologia de la enfermedad.

Existen trabajos que demuestran que los linfocitos B de pacientes con IDVC y DIgA
son capaces de producir y secretar todas las clases de inmunoglobulinas si se les

da el estimulo apropiado®**

, por lo que el defecto B podria ser reversible. Se
postula que el defecto primario responsable de la hipogammaglobulinemia en estos

pacientes esta en la colaboracion T-B y no es intrinseco de la célula B.

En el 2003 se describié un defecto en la expresion del coestimulador inducible de
los LT (ICOS), en un grupo de pacientes con IDVC, debido a una mutacién del gen
de esta proteina®. Este defecto molecular demostré ser el responsable de la
hipogammaglobulinemia también en otro grupo de pacientes previamente
diagnosticados de IDVC*. ICOS es una molécula coestimuladora de la familia de
CD28, presente en los linfocitos T, implicada en la colaboracién T-B. A diferencia del
CD28, que se expresa constitutivamente en células en reposo, ICOS se expresa
rapidamente en la membrana de la célula T después de la activacion por la via del
TCR™.

En un otro grupo de pacientes con IDVC se han hallado (afio 2004) defectos en las
moléculas: BAFF-R (receptor for B cell-activating factor), y TACI (transmembrane
activator, calcium-modulator and cyclophilin ligand interactor), miembros de la familia
del receptor de TNF***°. Ambas moléculas estan involucradas en la transduccion de
sefial que resulta en el cambio de isotipo del linfocito B>*. La mutacién en un alelo
del gen de TNFRSF13B, que codifica TACI, ha sido encontrado no solo en
pacientes con IDVC sino también en uno de los 16 pacientes con DIgA estudiados

por E. Castigli y colaboradores en un trabajo publicado recientemente (afio 2005)%.
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1.3. LINEAS DE INVESTIGACION ACTUALES

Una de las estrategias para investigar la etiologia de la IDVC se basa en disminuir la
diversidad del sindrome, clasificando a los pacientes en subgrupos, en funciéon de sus
caracteristicas inmunoldgicas, y asi, una vez obtenida una cierta homogeneidad en las

muestras, intentar elucidar la/s posible/s etiologia/s del sindrome®43%3>*

Bryant y colaboradores® describieron un método de clasificacion de los enfermos
con IDVC basandose en la capacidad de sus células B de producir
inmunoglobulinas IgG e IgM in vitro. Los pacientes del grupo A fueron incapaces de
producir ningun isotipo de inmunoglobulinas in vitro, los del grupo B secretaban sélo
IgM y los pertenecientes al grupo C respondian como el grupo control de individuos
sanos. La técnica de la produccion de inmunoglobulinas “in vitro” es bastante
laboriosa y su valoracion requiere mucha experiencia. Seguramente esta sea una de
las razones de la variacién entre resultados de diferentes trabajos, dificultando la

comparacion entre si. Por estos motivos, la clasificacion ha caido en desuso.

Recientemente, un grupo cientifico de Freiburg (Alemania)®® describié una nueva
clasificacion de los pacientes con IDVC, posteriormente modificada por otro grupo
de Paris (Francia)®, basada en el inmunofenotipo de sus células B de memoria. Estas
células son las responsables del rapido y eficaz inicio de la producciéon de
anticuerpos especificos en respuesta repetida a cualquier patdgeno. Desde que se
identificé la molécula CD27, como el marcador de célula B de memoria®®, varios

grupos de investigacion describieron su disminucion en pacientes con IDVC>3>*°%8,

La gran heterogeneidad clinica del DIgA y la IDVC podria ser la consecuencia
también de la actuacion de factores moduladores secundarios a los defectos

etiologicos primarios de base.

La teoria de los llamados factores moduladores del fenotipo clinico postula que
el conjunto de las pequefias variaciones genéticas del sistema inmunitario determina
la capacidad individual para responder a los patégenos®®. Los candidatos a estudiar
como factores moduladores de la expresion clinica y su papel en las reacciones

inflamatorias®%®°

son las moléculas de la respuesta innata del sistema inmunitario
(lectina de unién a manosa, factor de necrosis tumoral, mieloperoxidasa, receptor
gamma del fragmento Fc, etc.). Se ha demostrado que los polimorfismos de

diferentes moléculas del sistema inmunitario innato estan asociados a una mayor
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susceptibilidad a las infecciones en pacientes con enfermedades crénicas®. En los
Ultimos afos, el interés ha recaido en el estudio de la lectina de unién a manosa
(MBL), molécula sérica que juega un papel importante en la primera linea de defensa
frente a mdaltiples bacterias y virus patdogenos y en las reacciones inflamatorias

consecuentes®

1.3.1. NUEVA PROPUESTA PARA LA CLASIFICACION DE LOS
PACIENTES CON IDVC

La clasificacién propuesta por los grupos cientificos de Freiburg (Alemania)® y Paris
(Francia)™ se basa en la cuantificacion de las subpoblaciones de los linfocitos B de
memoria en sangre periférica, identificadas mediante citometria de flujo, utilizando
como marcadores anticuerpos anti-lgD y CD27. La molécula CD27 pertenece a la
familia de los genes del receptor de TNF. Se expresa en un subgrupo de linfocitos B

en sangre y ganglios linfaticos y en la superficie de los linfocitos T circulantes®

En el curso del desarrollo del LB virgen o naive (LB IgD+IgM+), que sale de médula
Osea y sigue su proceso de maduracion y diferenciacion a célula plasmética, o LB
de memoria, en los tejidos linfoides secundarios, la mayoria de los linfocitos pierde
la expresion de IgD e IgM de su superficie, figura 1.3.
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Figura 1.3. La activacion de la célula B se inicia por el reconocimiento especifico del antigeno, que junto a otros
estimulos, y la accién de los linfocitos T cooperadores, promueve la proliferacion y diferenciacion del clon especifico
de linfocitos B. Parte de la progenie de este clon sintetiza IgM, otras células sufren un cambio de isotipo para
producir otras clases de Igs (p.ej., IgG) y otras, después de un proceso de maduracion de la afinidad, persisten
como células de memoria, las principales efectoras de la respuesta humoral secundaria. Modificado de Abbas,
2002, p190, Fig 9-1.
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En la sangre periférica humana, los linfocitos B que expresan CD27 (LB CD27+) se
subdividen en al menos dos grupos: células que mantienen la expresion de IgD e
IgM (LB CD27+IgD+IgM+) y células que no (LB CD27+IgM-lgD-)*>®. Los linfocitos B
CD27+IgD-IgM- son los LB de memoria funcionales; es decir, son las células B que
efectuaron el cambio de isotipo y son capaces de producir inmunoglobulinas de todo
tipo (IgG, IgA, e IgE). Mientras que los LB CD27+IgD+IgM+ corresponden a los LB
de memoria no funcionales, los que no han efectuado el cambio de isotipo y

sintetizan Unicamente la IgM.

Segun la proporcién de subpoblaciones de LB de memoria (BM) en sangre
periférica, definidas en base a la expresion de los marcadores IgD y CD27, es
posible clasificar a los pacientes con IDVC en 3 grandes grupos®* (clasificacion BM):
1.- Grupo BMO, pacientes sin LB de memoria (LB CD27-); 2.- Grupo BML1,
pacientes con LB de memoria no funcionales (LB de memoria sin cambio de isotipo,
LB CD27+IgD+); y 3.- Grupo BM2, pacientes con LB de memoria de ambos tipos
(LB de memoria con cambio de isotipo, LB CD27+IgD- y LB de memoria sin cambio

de isotipo LB CD27+IgD+) en una proporcion igual a la poblacién general sana.

Se observé una proporcion superior de manifestaciones linfoproliferativas y
granulomatosas en los pacientes afectos de IDVC que pertenecian al grupo BMO
(sin linfocitos B de memoria) y de esplenomegalia en los pacientes del grupo BMO y

BM1 (presencia de linfocitos B de memoria sin cambio de isotipo) **.

1.3.2. MBL COMO FACTOR MODULADOR DEL FENOTIPO CLINICO

La lectina de union a manosa (MBL del inglés Mannose-binding lectin) es una
molécula sérica producida por el hepatocito como proteina de fase aguda. Funciona
como opsonina y activa al complemento por la via de las lectinas. Sus defectos se
han asociado a complicaciones infecciosas y autoinmunes y a un peor curso de la
enfermedad, sobre todo en personas con defectos congénitos o adquiridos de la
respuesta inmunitaria®’. Un trabajo reciente sobre la asociacion del déficit de MBL con
el comienzo temprano de la sintomatologia y el desarrollo de enfermedades
autoinmunes en pacientes con IDVC, parece indicar su implicacion en el fenotipo

clinico de estos pacientes .
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1.3.2.1. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA MBL HUMANA

La MBL es una proteina de la familia de las colectinas. Se trata de una molécula
multimérica que se une a los patdgenos y activa al complemento,

independientemente de los anticuerpos, por la via de las lectinas®, figural.4.

VIAS DE ACTIVACION DE COMPLEMENTO

CLASICA DE LAS LECTINAS ALTERNATIVA
ac/Clqgrs MBL-MASP2
c4 C4
Cc2 C2

l

~

C5-9
Complejo de lisis

Figura 1.4. La MBL activa el complemento por una via independiente de los anticuerpos (ac).
Modificado de Immunology Review 2001, Jack, D.L. et al.

La unidad estructural primaria de la MBL consta de una molécula helicoidal de 96
kDa compuesta por tres cadenas idénticas de 32 kDa cada una, con su dominio C-
terminal de reconocimiento de carbohidrato®. La MBL se encuentra en la circulacion
en varias formas estructurales desde simples monémeros, dimeros o trimeros, hasta
oligdbmeros. La capacidad de MBL de activar el complemento depende de la
presencia, relativamente abundante, de los oligdbmeros, penta- y hexameros en el
plasma, ya que sélo éstos son capaces de unirse y activar a las serin-proteasas
asociadas a la MBL, MASP-1 y MASP-2%".
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La MBL se une a los motivos repetitivos de manosa y N-acetylglucosamina,
expuestos con alta densidad en la superficie de bacterias, virus, hongos y
protozoos, pero ausentes en la superficie de las células de los mamiferos. Una vez
unida a los patogenos, la MBL sufre cambios conformacionales: las serin-proteasas
asociadas a la MBL, MASP-1 y MASP-2, se activan y comienza la activacién del
complemento®’. El sustrato de la MASP-2 (la serin proteasa mas estudiada) son los
componentes del complemento C2 y C4 y su actividad puede que esté inhibida por
el inhibidor de esterasa C1°’. En la figural.5 se explican de forma simplificada

algunas de las funciones biolégicas de la MBL.
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Figural.5. La MBL se une a superficies microbianas y facilita la opsonofagocitosis mediante varios
mecanismos. Uno de los mas importantes es la activacion del complemento por la via de las lectinas.
Esta via es mediada por la serin proteasa MASP-2 y lleva a la creacion de la C3-convertasa, C4b2a. La
C4b2a escinde el C3 y genera multiples fragmentos C3b que se unen de forma covalente a la
superficie del microbio. Estos fragmentos son reconocidos por los receptores CR1 (CD35) de los
fagocitos. Ademas, varios trabajos sugieren que la MBL esta siendo reconocida por algun receptor de
collectinas todavia no identificado. Y por ultimo, la MBL promueve la inflamaciéon mediante su dosis
dependiente modulacién de la liberacién de las citocinas de los monocitos. Molecular Immunology
2003, Turner, M.W.
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1.3.2.2. EL GEN DE LA MBL HUMANA

El gen de la MBL humana®, el MBL2 (el MBL1 es un pseudogen), esta en el
cromosoma 10g11.2-g21. Se han descrito tres polimorfismos estructurales del exon
1, que junto con otros tres polimorfismos de su promotor, condicionan la
concentracion plasmatica de MBL. Los polimorfismos del exén 1 consisten en la
sustituciéon de un simple nucle6tido en el codén 52 (Arg-Cys), comunmente
denominado alelo “D”, en el codén 54 (Gly-Asp), denominado alelo “B” y en el coddn
57 (Gly-Glu), denominado alelo “C”. Estos polimorfismos estructurales interrumpen
el motivo repetitivo de Gly-X-Y del exén 1 o interrumpen la unién disulfidica N-
terminal e impiden el ensamblaje de las unidades estructurales basicas de la MBL
(alelo By C) o comprometen su estabilidad (alelo D). La presencia de cualquier alelo
estructural mutado del gen MBL2 se denomina comUnmente “O” y el alelo sin
mutaciones, “A” (wild-type). Los homocigotos para alelos no mutados son “A/A”, los
individuos hetorocigotos para la mutacién estructural son “A/O” y los homaocigotos o

heterocigotos compuestos son “O/Q”.

En la region promotora y la region 5’-no traducida del gen MBL2 se han descrito
otros tres polimorfismos: la sustitucién de un simple nucle6tido en la posicion —550
(G-C, alelos H/L), -221 (G-C, alelos X/Y) y +4 de la region 5'-no traducida (C-T,
alelos P/Q). Los alelos —550 y —221 forman haplotipos HY, LY, LX que corresponden
a los productores de niveles altos, medios y bajos de MBL plasmatica,
respectivamente. Los alelos P/Q son muy infrecuentes en la poblacion caucasiana y

no parecen tener repercusion sobre los niveles plasmaticos de la MBL®,

A causa de un gran desequilibrio de unién entre los polimorfismos presentes en el
promotor y en el exdén 1 del gen humano MBL2, s6lo se han identificado siete
haplotipos comunes (HYPA, LYPA, LXPA, LYQA, HYPD, LYPB, LYQC). Cada
individuo presenta 2 de estos siete haplotipos. Por tanto estas combinaciones de

haplotipos dan lugar a 28 genotipos de la MBL diferentes ®’.

La prevalencia de los polimorfismos estructurales de MBL entre la poblacion

caucasiana sana es aproximadamente 5% para los homocigotos y 30% para los

heterocigotos®®. Varia segin la etnia y tipo de polimorfismo estudiados®” . La

prevalencia de los polimorfismos de MBL es mas alta en pacientes con infecciones

71,72 73-75

recurrentes y enfermedades autoinmunes
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1.3.2.3. CONCENTRACION DE MBL

La MBL es una proteina de fase aguda de la inflamacién y ha sido descrito que su
concentracion plasmatica es mas alta en pacientes con signos de inflamacién que
en controles sanos’®. Los estudios sobre la cinética de la MBL en respuesta a la
inflamacién son escasos. Los cambios en su concentracion durante la respuesta
inflamatoria no parecen seguir el patron de otros reactantes de fase aguda, como
puede ser la proteina C reactiva o las citocinas proinflamatorias (interleucina-1 o
6)".

En condiciones fisiologicas, la MBL aumenta después de nacimiento, alcanza el
maximo a los 5 meses de vida y posteriormente disminuye hasta conseguir,
pasados los 12 afios de vida, los valores de adultos’’. Los niveles de MBL maés altos
a los 5 meses de vida coinciden con el periodo de adaptacion ambiental de los nifios
y reflejan la fase aguda de la respuesta inmune frente a la entrada masiva de los
antigenos alimentarios. En comparacién con los adultos, los niveles de MBL en los
nifios son superiores hasta pasados los 12 afios. Esta diferencia se podria explicar
por el nimero mayor de infecciones en este periodo de vida y por la subsiguiente

necesidad aumentada de MBL"".

Los resultados de estudios asociando genotipo y niveles plasmaticos de MBL varian
segun la poblacion seleccionada. Existe un importante solapamiento entre las
concentraciones correspondientes a los diferentes polimorfismos del gen de la
MBL®. Mientras que los homocigotos O/O tienen niveles plasméticos de MBL
proteica indetectables en casi todos los ensayos publicados, los niveles entre los
A/O y A/A se solapan y este solapamiento no se puede explicar solo por los
diferentes polimorfismos del promotor del gen de la MBL asociado a los

polimorfismos estructurales "°.

Inicialmente se crey6 que este solapamiento entre los genotipos A/O y A/A se podria
resolver mediante ensayos especificos para la MBL funcional®. Estos ensayos
detectan sélo las formas oligoméricas grandes, las que son capaces de activar el
complemento, dejando de lado a los dimeros y trimeros de la MBL no funcionales,

detectados en los ensayos proteicos’®.

Se crearon dos tipos de ensayos para la valoracién de la MBL funcional®. Mientras

gue uno mide directamente la MBL unida a manosa en fase sélida, otro determina la
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cantidad de C4b depositado, tras la activacion de MBL por unién a manosa’.
Ambos ensayos siguen mostrando solapamiento de concentraciones entre

diferentes variantes genotipicas de MBL.

1.3.2.4. DEFICIT DE MBL Y LA CLINICA

Se ha descrito un amplio rango de infecciones asociadas al déficit de MBL, tales
como: infecciones respiratorias (rinitis purulenta, amigdalitis pultacea, otitis media,
bronquiolitis, neumonia), meningitis, septicemia, osteomielitis, diarrea cronica,
infecciones del tracto urinario, de la piel (celulitis, abscesos) y también fiebre de

origen desconaocido.

Los gérmenes responsables de estas infecciones son mayoritariamente
Neumococo, Meningococo, Hemofilus Influenzae, Estreptococo, Estafilococcus
Aureus y Estafilococcus Epidermidis, Neiseria Meningitidis, E. Coli, Klebsiela,

Proteus, Pseudomonas, Candida Albicans, Criptosporidium y Salmonella.

En el trabajo de Summerfield et al**, el 76% de los homocigotos O/O sufrieron
infecciones severas (septicemia, meningococémia, amigdalitis pultacea) y el 69% de
los heterocigotos presentaron infecciones menos severas. En un estudio prospectivo

reciente, Koch et al®?

observaron que los nifios con déficit de MBL tenian un riesgo
dos veces mayor de padecer infecciones respiratorias agudas (IRA), que los nifios

con el genotipo MBL normal.

Otros estudios encuentran mayor susceptibilidad a las infecciones incluso en los

adultos MBL-deficientes, con o sin otra patologia de base’**®?,

En el caso de las inmunodeficiencias adquiridas o congénitas, enfermedades
autoinmunes y otras enfermedades cronicas, la MBL se considera un factor
modulador de la expresion clinica de la enfermedad, dando lugar a un mayor
namero de complicaciones infecciosas, autoinmunes y alérgicas y una mayor

severidad y peor prondéstico de la enfermedad en los pacientes con déficit de MBL.

|61

Foster at al®* publicaron la asociacion de la presencia de variantes alélicas de MBL

con el desarrollo de complicaciones autoinmunes en la enfermedad granulomatosa

I 84 |85

cronica. Garred et al " y Gabolde et al® encontraron la asociacion de la presencia

de variantes alélicas de MBL con una mayor gravedad y peor pronostico de la
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fibrosis quistica. Garred et al®® han hallado asociacion entre el déficit de MBL y una
mayor susceptibilidad para la infeccién por VIH y progresién al SIDA. Wang et al®’
sugieren gue el polimorfismo de MBL es un factor genético para el desarrollo del
sindrome de Sjégren. Jacobsen et al® concluyen que los pacientes con poliartritis
juvenil, homocigotos para variantes alélicas de MBL, tienen mayor riesgo de
desarrollar una artritis reumatoide erosiva.

L®2%7  Los

No existe consenso sobre los criterios diagnosticos del déficit de MB
valores que se utilizan, de forma arbitraria para definir el déficit de MBL varian entre
los indetectables, inferiores a 100, 160, 500 o incluso 1000ng/ml. Otros definen
como el déficit la presencia de las variantes genotipicas de la MBL. Dada la reciente

aparicion de posibilidades de uso terapéutico de la MBL recombinante®’

, €S muy
importante llegar a definir el déficit de MBL en cuanto a la concentracién plasmatica
de MBL y/o las variantes genotipicas correspondientes, que a su vez facilitaria la

comparacion entre los diferentes estudios poblacionales.
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- HIPOTESIS Y OBJETIVOS -

2.1. ANTECEDENTES

» En los pacientes con Inmunodeficiencia Variable Comuan (IDVC) y Déficit de IgA
(DIgA) existe una gran heterogeneidad de manifestaciones clinicas, en cuanto a
la incidencia y gravedad de las infecciones, enfermedades autoinmunes y
manifestaciones linfoproliferativas.

» Se desconocen los defectos moleculares etiopatogénicos responsables de la
IDVC y DIgA.

» Se desconoce si existen factores asociados a una peor evolucion de estos
pacientes.

» Los linfocitos B de memoria son células clave en el proceso de formacion de los
anticuerpos.

» Los pacientes con IDVC se pueden clasificar en grupos basandose en la
cuantificacién de las subpoblaciones de sus linfocitos B de memoria.

» La lectina de unibn a manosa (MBL) actia como un factor modulador del
fenotipo clinico de diversas patologias, dando Ilugar al desarrollo de
complicaciones infecciosas o autoinmunes en los individuos con déficit de MBL.

> No existe consenso sobre la definicion del déficit de MBL, en cuanto a la
concentracion de la proteina y/o genotipo de la MBL.

» La MBL se considera reactante de fase aguda pero los estudios de la cinética de
la misma durante la infeccion son escasos.

» Los resultados de estudios asociando genotipo y niveles plasméticos de MBL

varian segun la poblacion seleccionada.

2.2. HIPOTESIS

A) Existe una asociacion entre los defectos en la presencia de subpoblaciones de
los linfocitos B de memoria y el fenotipo clinico de los pacientes con IDVC.

B) El estudio de las concentraciones plasméticas de MBL en una poblacion de
individuos que no hayan padecido infecciones permitird identificar los
polimorfismos del gen de la MBL responsables de niveles plasmaticos de MBL
bajos, intemedios y altos.

C) La MBL actua como factor modulador del fenotipo clinico en pacientes con DIgA
y IDVC, dando lugar a una mayor gravedad de las infecciones y/o desarrollo de

enfermedades autoinmunes en los pacientes con niveles bajos de MBL.
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2.3 OBJETIVOS

A)

1)

2)

B)

1)

2)

C)

1

2)

3)

30

Estudiar la asociacion entre los defectos en la presencia de las
subpoblaciones de los linfocitos B de memoria y las manifestaciones

clinicas de los pacientes con IDVC.

Clasificar a los pacientes con IDVC segun la cuantificacibn de las
subpoblaciones de sus LB de memoria.

Comparar las manifestaciones clinicas respiratorias, digestivas, autoinmunes y
linfoproliferativas, y caracteristicas inmunoldgicas entre los grupos de pacientes
con IDVC, clasificados segun la cuantificacion de las subpoblaciones de los LB

de memoria.

Estudiar la posibilidad de clasificar los diferentes genotipos de la MBL en
grupos, basandose en las determinaciones de concentraciones

plasméticas de MBL, en individuos que no hayan padecido infecciones.

Estudiar la asociacion entre las concentraciones plasméticas de MBL proteica y
funcional y los polimorfismos del gen de MBL en una poblacion de individuos
gue no hayan padecido infecciones (recién nacidos seleccionados).

Identificar los genotipos de MBL responsables de valores plasmaticos de MBL

bajos, intemedios y altos.

Estudiar la influencia de MBL en la variabilidad clinica de los pacientes con
IDVC y DIgA.

Comparar las concentraciones plasmaticas de MBL proteica y funcional en los
pacientes con IDVC y DIgA, agrupados segun la patologia clinica estudiada.
Clasificar a los pacientes con IDVC y DIgA en productores de MBL con valores
bajos, intermedios y altos, segun el modelo establecido en la poblacion de recién
nacidos.

Comparar las manifestaciones clinicas respiratorias, digestivas, autoinmunes,
linfoproliferativas y alérgicas entre los pacientes con IDVC y DIgA, agrupados en

productores de MBL con valores bajos, intermedios y altos.
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- MATERIALESY METODOS -

3.1 POBLACION DE ESTUDIO

3.1.1. GRUPO CONTROL

El grupo control estuvo formado por 45 individuos, 20 varones y 25 mujeres sanos,
donantes del Banco de Sangre y Tejidos del Hospital Universitario Vall d’'Hebron. Su
edad oscil6 entre 21 y 67 afios, con una media de 38 afios. La existencia de una
hipogammaglobulinemia o DIgA en esta poblacion se excluyé mediante una

cuantificacién de inmunoglobulinas.

3.1.2. GRUPOS DE PACIENTES

3.1.2.1 PACIENTES CON INMUNODEFICIENCIA VARIABLE COMUN

Este grupo estuvo formado por pacientes diagnosticados de IDVC, segun los
criterios establecidos por WHO immunodeficiency group 1UIS? y en seguimiento
clinico en la Consulta de Inmunodeficiencias Primarias del Servicio de Neumologia
del Area General del Hospital Universitario Vall d’Hebron (30 pacientes), en la
Consulta de Inmunodeficiencias del Area Infantil del Hospital Universitario Vall
d’Hebron (4 pacientes) y en la consulta de Medicina Interna del Hospital de Bellvitge

(7 pacientes).

Se incluyeron solo los pacientes con seguimiento clinico y tratamiento sustitutivo

con gammaglobulina endovenosa (GG. ev.) regular.

Se excluyeron los pacientes con IDVC con una enfermedad tumoral o enfermedad
autoinmune, que requeria tratamiento  inmunosupresor (quimioterapia,

corticoesteroides, ciclosporina) en el momento del estudio.

En el estudio se incluyeron 41 pacientes, 20 mujeres y 21 varones, con edades
comprendidas entre 14 y 64 afios, con una media de 37 afios. En las tablas 3.1. y
3.2. se resumen los datos clinicos y analiticos de los 41 pacientes en el momento
del diagnéstico. Todos los pacientes presentaron valores de 1gG < 450 mg/dl o
valores de IgG < 600 mg/dl, IgA y/o IgM disminuidos y ausencia de la produccién de

anticuerpos especificos en respuesta a la vacunacion.
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3.1.2.2. PACIENTES CON DEFICIT DE IgA

Este grupo estuvo formado por pacientes diagnosticados del Déficit de IgA (DIgA),
segln los criterios establecidos por WHO immunodeficiency group IUIS?, que se
visitaron en el periodo comprendido entre Junio y Diciembre de 2003 en las
Consultas de Inmunodeficiencias Primarias del Servicio de Neumologia y de

Inmunologia Clinica del Area General del Hospital Universitario Vall d’Hebron.

En el estudio se incluyeron 46 pacientes, 25 varones y 21 mujeres, con diagndstico
inmunolégico del DIgA (valor de la IgA sérica inferior a 7mg/dl), con edades

comprendidas entre 16 y 77 afios, con una media de 34 afos.

3.1.3. GRUPO DE RECIEN NACIDOS

Este grupo estuvo formado por recién nacidos (RN) del Hospital Universitario Vall
d’'Hebron, en el periodo comprendido entre el 10 de Noviembre de 2002 y el 7 de
Febrero de 2003, de padres espafioles, caucasianos, de embarazo controlado y sin

malformaciones congénitas cardiacas, digestivas o pulmonares conocidas.

Se incluyeron en el estudio nifios nacidos a término o posteriormente a las 36
semanas de gestacion, con peso al nacer superior a 2000 gramos y cuyas madres
no hubieran padecido una infeccion grave o moderada, segun los criterios definidos
por la Infectious Diseases Society of America®, durante el Gltimo trimestre del

embarazo.

Este grupo estuvo formado por 423 RN, 211 nifios y 212 nifias, nacidos entre 36 y
42 semanas de gestacion, con una media de 39,6 semanas, con un peso al nacer

entre 2000g y 4430g, con una media de 32219.

Todos los pacientes 0 sus representantes legales, en el caso de los menores de
edad, controles y padres de los RN recibieron la informacién verbal y escrita para el

consentimiento firmado.
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Tabla 3.1. Datos clinicos iniciales y al diagndstico de los pacientes con IDVC incluidos en el estudio.

Edad Edad de
N° de actual / inicio de Edad al Manifestaciones clinicas
paciente Sexo sintomas Sintomas iniciales diagnéstico al diagnéstico
(afios) (afios) (afios)

1 44V 17 Neumonias 34 IRR, DR
2 40/V 34 Neumonias, DR, DIgA 37 IRR, DR
3 18/V 2 Neumonias 6 IRR
4 44/M 12 Neumonias 40 IRR, Leucopenia
5 42/M 13 PTI 30 IRR, DR
6 53/M 37 Neumonias 50 IRR, Artralgias
7 15/M 10 AHAI, DR 12 IRR, DR
8 28/V 4 Bronquitis, DR 6 IRR, DR
9 34/V 6 Neumonias 24 IRR, DR
10 24/M 6 Neumonias 15 IRR, DR
11 24/M 13 Bronquitis 16 IRR
12 16/M 6 Bronquitis 16 IRR
13 25/V 4 Neumonias 11 IRR, Artralgias
14 21V 5 Bronquitis 9 IRR, DR, Astenia
15 61/M 9 Neumonias 59 IRR, DR
16 54/M 7 Neumonias 41 IRR
17 51/M 38 Bronquitis, DR 46 IRR, DR
18 38/M 14 Neumonias, DR, DIgA 27 IRR, DR
19 19V 4 Neumonias 9 IRR
20 21/M 9 Amigdalitis, DR 13 DR
21 25/V 17 Amigdalitis, Otitis, DR 19 IRR, DR
22 20V 8 Neumonias 16 IRR
23 45/M 34 Neumonias 39 IRR, DR
24 56/V 4 Neumonias 25 IRR
25 33/M 22 Neumonias 33 IRR
26 63/M 40 Bronquitis 59 IRR
27 61/V 30 Neumonias 54 IRR, DR
28 44N 16 Bronquitis, DIgA 34 IRR, DR
29 58/V 30 PTI 54 PTI
30 33/V 12 Amigdalitis, Otitis 23 IRR, DR
31 44/M 25 Amigdalitis 41 IRR
32 38/M 13 Bronquitis 37 IRR
33 64/V 33 Bronquitis 43 IRR
34 25/M 9 HAI, DIgA 10 HAI, Vitiligo
34 14/V 5 Bronquitis 7 IRR, DR
35 18/V 5 Amigdalitis, Otitis 6 IRR
37 53/V 46 Vasculitis autoinmune? 51 Alop. areata
38 30/M 11 Neumonias 21 IRR, DR
39 50/M 48 Faringitis 49 IRR, DR
40 34/V 4 Sinusitis 33 IRR
41 28/V 4 Neumonias 6 IRR

Abreviaturas:

IRR Infecciones Respiratorias Recurrentes,

DR Diarreas recidivantes,

Trombocitopénica ldiopatica, AHAI Anemia Hemolitica Autoinmune, HAI Hepatitis Autoinmune.

DIgA Déficit de IgA, PTI Pdrpura
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Tabla 3.2. Datos inmunoldgicos al diagnéstico de los pacientes con IDVC incluidos en el estudio.

: Edad 19G IgA IgM Respuesta
ReCEllE p p ga| IDa
diagndstico| diagnéstico | diagnoéstico |diagndstico vacunacion
(afios) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
1 34 562 <7 116 negativa
2 37 549 <6,7 56 negativa
3 6 447 140 35 negativa
4 40 133 <5 8 ND
5 30 313 <7 42 ND
6 50 385 <7 54 negativa
7 12 505 35 62 negativa
8 6 209 18 36 ND
9 24 43 7 6 negativa
10 15 173 <7 20 ND
11 16 400 <7 <10 ND
12 16 95 <7 <10 ND
13 11 147 17 <10 negativa
14 9 125 <7 17 ND
15 59 466 80 94 negativa
16 41 98 84 39 ND
17 46 268 <7 7 negativa
18 27 440 <7 25 ND
19 9 131 13 40 ND
20 13 404 <7 63 ND
21 19 305 <7 24 negativa
22 16 376 17 22 ND
23 39 389 <7 90 negativa
24 25 80 <7 <10 ND
25 33 114 <7 28 negativa
26 59 217 <7 9 negativa
27 54 243 <7 20 ND
28 34 160 <7 82 ND
29 54 300 25 25 ND
30 23 285 <7 21 ND
31 41 445 271 191 negativa
32 37 123 <7 12 negativa
33 43 123 <7 19 negativa
34 10 438 <7 64 negativa
35 7 425 <7 63 ND
36 6 368 8 30 ND
37 51 374 30 35 ND
38 21 439 88 172 negativa
39 49 300 9 3 ND
40 33 114 52 30 negativa
41 6 275 60 40 negativa

No se muestran datos de la IgG4 por su escaso valor clinico. Edad de diagndstico corresponde a la edad de la
realizacién de las determinaciones inmunoldgicas expuestas. ND = No Disponible.
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3.2. RECOGIDA DE DATOS CLINICOS E INMUNOLOGICOS DE
LOS PACIENTES CON IDVC Y DIgA

Los datos clinicos e inmunoldgicos se obtuvieron mediante una revisidn detallada de
la historia clinica de los pacientes en cada uno de los centros clinicos y también

mediante entrevista personal dirigida de todos los pacientes.

Los estudios analiticos y pruebas complementarias que se realizan a todos los
pacientes con IDVC son: hemograma completo, cuantificacion de inmunoglobulinas
séricas, determinacién de subpaoblaciones y funcién linfocitarias, pruebas de funcion
respiratoria (PFR), tomografia axial computarizada (TAC) de térax y abdomen y

radiografia de senos paranasales.

A estas pruebas fundamentales, se le afladen otras, mas especificas y mas
selectivas segun la sintomatologia clinica: cultivo de esputo, coprocultivo para
bacterias y parésitos, transito intestinal, test del aliento de Xilosa y biopsia intestinal

para el estudio histologico y para la investigacion de parasitos en el jugo duodenal.

Todas las pruebas listadas arriba se realizan también a los pacientes con DIgA
cuyas manifestaciones clinicas lo requieren, en el momento del diagndstico y

posteriormente siempre cuando es necesario.

Para el presente estudio se utilizaron los resultados mas recientes de las pruebas
descritas anteriormente. Para valorar las bronquiectasias, esplenomegalia y
aumento de ganglios linfaticos, se recogieron los resultados del TAC toraco-
abdominal realizado a cada paciente a lo largo de su ultimo control clinico regular en
el afio 2004-2005. En los pacientes con bronquiectasias se valoro la presencia 0 no
de expectoraciéon. Los parametros de funcion pulmonar que se valoraron fueron el
volumen espiratorio forzado en el primer segundo (VEMS) y la capacidad vital
forzada (CVF). Los valores se expresaron como porcentaje de los predictivos
establecidos por Roca et al’'. Enfermedad pulmonar crénica (EPC) fue definida
cuando en los pacientes con bronquiectasias los valores espirométricos fueron

inferiores al 80% de los valores predictivos™.

En los pacientes con IDVC se recogieron también los siguientes datos: edad al inicio

de los sintomas y al diagnéstico (para calcular el retraso diagnostico); edad de inicio
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del tratamiento sustitutivo (para calcular la cantidad de meses en tratamiento) y
niveles de inmunoglobulinas, subclases de IgG y la valoracion de la capacidad de

formacion de anticuerpos especificos en el momento del diagnéstico.

3.2.1. SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS

La cuantificacién de los linfocitos T, B y NK se realizé en la Unidad de Inmunologia
del Hospital Universitario Vall d’Hebron (HUVH) mediante citometria de flujo (CMF,
ver plantilas de andlisis de subpoblaciones linfocitarias, Anexo N°5) en un
FACSCalibur (Becton Dickinson Biosciences (BDBs), San Jose, CA, EEUU) con los
siguientes AcMo marcados con fluorocromos suministrados por la misma empresa
comercial: anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD19, anti-CD16+anti-CD56. En la
tabla 3.3 se muestran las subpoblaciones linfocitarias asi identificadas y los rangos

de referencia, en porcentajes y nimeros absolutos.

Tabla 3.3. Subpoblaciones linfocitarias de sangre periférica. Se muestran los marcadores CD que
identifican las subpoblaciones linfocitarias y sus rangos de normalidad para la poblacién adulta.

Tipo de marcador Caracteristicas Rango de normalidad
anti-CD utilizado linfocitarias % X 10% L
CD3+ Linfocito T (LT) 55.0 — 84.0 0.69 — 2.54
CD4+ CD3+ LT Colaboradores 31.0-60.0 0.41-1.59
CD8+ CD3+ LT citotoxicos 13.0-41.0 0.19-1.14
index CD4+ / CD8+ 11-14
CD19+ Linfocitos B (LB) 6.0 — 25.0 0.09 — 0.66
CD56+ CD16+ CD3- NK 5.0-27.0 0.09 — 0.59

El porcentaje de los linfocitos T CD4+ y CD8+ activados se evalud utilizando el

anticuerpo anti-HLA-DR suministrado por la misma empresa comercial.
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3.2.2. FUNCION LINFOCITARIA

La valoracion de la funcién de los linfocitos T se realizé igualmente en la Unidad de
de Inmunologia del HUVH, mediante CMF en linfocitos previamente estimulados®.
Se detectd la expresion de la molécula CD69 (con el AcMo anti-CD69 marcado con
fluorocromo, suministrado por BDBs) en células T CD3+, CD4+ y CD8+ tras la
estimulacion con PHA (Phytohemagglutinin  de GIBCO, Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EEUU) y anti-CD3 (PeliCluster CD3 de Sanquin

Amsterdam, Holanda) durante 16 horas.

Los rangos de referencia en porcentajes fueron los siguientes:

CD69+ CD3+ en respuesta @ PHA ..ot iieiieiieiieieenieieasenrenreareenes > 65 %
CD69+ CD4+ en respuesta a Anti- CD 3., i u.iieeiiiieiiieiiieiiieereeeiereneeennes > 46 %
CD69+ CD8+ en respuesta a Anti- CD 3. i iieeiiiiiiieiiiieeiieereeeieeenreennes >31%

3.2.3. INMUNOGLOBULINAS SERICAS

La cuantificacion de inmunoglobulinas IgG, IgA, IgM se realiz6 en los Laboratorios
Clinicos del HUVH por un método de turbidimetria en Olympus AU 5400 (Goffin
Meyvis, Hoeilaart, Bélgica). Los valores de referencia para la edad adulta fueron:
IgG =850 - 1600mg/dl, IgA = 75 - 350mg/dI, IgM = 58 - 250mg/dl.

3.2.4. SUBCLASES DE IgG

La cuantificacién de subclases de IgG se realizé en la Unidad de Inmunologia del
HUVH por un método de ELISA. Los valores de referencia establecidos para la edad
adulta fueron®: IgG1 = 261 - 1081 mg/dl, IgG2 = 112 - 408 mg/dl, IgG3 = 22 - 288
mg/dl, IgG4 =5 - 156mg/dl.

3.2.5. PRODUCCION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS

La valoracion de la capacidad de produccion de anticuerpos especificos se realizd

en la Unidad de Inmunologia del HUVH por un método de ELISA. Se valord la

39



- MATERIALESY METODOS -

produccion de los anticuerpo frente a antigenos polisacaridos de Streptoccus
pneumoniae y Haemophilus influenzae tipo B (HiB). Para la vacunacion de los
pacientes se utilizaron la vacuna pneumocdcica PNU-Immune 23 polivalente
(Lederle Laboratories Division, Pearl River, NY), que incluia 23 serotipos y la vacuna
PedvaxHiB (Merck Sharp & Dohme, West Point, PA). Para valorar la respuesta
positiva se midié la concentracion de los anticuerpos especificos en dos muestras,

una antes de la administracion de la vacuna y otra 21 dias después®**,

La determinacion de anticuerpos especificos frente a Streptoccus pneumoniae se
realiz6 por un método de ELISA utilizando como el antigeno la vacuna
pneumocdcica, la misma que se utilizé para la vacunacién de los pacientes. Los
resultados se expresaron en unidades arbitrarias (UA) utilizando un suero de
referencia calibrado frente a una preparacion llamada PN-A, procedente de la
European Quality Sheme (Oxfordshire Health Authority, John Radcliffe Hospital,
Oxford, United Kindom) con el valor asignado de 70 unidades/ml de IgG anti-
neumococo. Se considerd respuesta positiva, el aumento de la concentracion de
IgG anti-neumococo de al menos 395 UA/ml sobre el valor basal (el valor

prevacunal)®.

La determinacion de anticuerpos especificos frente a HiB se realiz6 por un método
de ELISA utilizando como antigeno el polisacarido HiB conjugado a albdumina sérica
humana, descrita por M.J. Rodrigo y colaboradores®. Los resultados se expresaron
en pg/ml utilizando el suero de referencia de 70 pg/ml de Center of Biological
Evaluation and Review, U.S. Food and Drug Administration (FDA). Se consideré
respuesta positiva, el aumento de la concentracion de IgG anti-HiB de al menos 2,28

ug/ml sobre el valor basal (el valor prevacunal)®.

3.3. RECOGIDA DE DATOS DE LOS RECIEN NACIDOS

Los datos necesarios para la seleccion de RN para el estudio (ver poblacién de
estudio) se obtuvieron mediante revision de las historias clinicas del seguimiento del
embarazo y el informe de la sala del parto en el dia del parto. Para completar o
aclarar los datos del historial del embarazo y del parto se realizé una entrevista

personal a los padres de RN seleccionados el primer dia posparto.
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Se recogieron y analizaron los siguientes datos de los RN: semanas de gestacion,
peso al nacer, presencia o no de la colonizacion rectovaginal maternal por
Streptococcus agalactiae, presencia o no de diabetes gestacional, sindrome
antifosfolipido y hipertension gestacional. Numero de cigarrillos que fumé la madre a
diario durante el embarazo, presencia de procesos infecciosos agudos en el Gltimo

trimestre del embarazo.

3.3. CUANTIFICACION DE LAS SUBPOBLACIONES DE
LINFOCITOS B

La cuantificacion de las subpoblaciones de linfocitos B (LB) se realiz6 segun el
protocolo cedido por el Dr. K. Warnatz del Hospital Universitario de Freiburg,

Alemania®.

3.3.1. PREPARACION DE LA MUESTRA

3.3.1.1. TIPO DE MUESTRA

Se utilizaron 5 mL de sangre venosa periférica, con EDTA 0,05% como
anticoagulante de los controles y pacientes con IDVC incluidos en el estudio. La
extraccion se realizé en el momento previo a la administracion del tratamiento

sustitutivo con gammaglobulina intravenosa.

3.3.1.2. OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEADAS MEDIANTE UN
GRADIENTE DE DENSIDAD

1. La muestra de sangre periférica fue diluida a 1:2 con solucion fisiolégica y
posteriormente depositada cuidadosamente sobre 3 ml de Lymphoprep
(Fresenius Kabi Norge AS, Noruega) en tubo de plastico de 10 ml. La relacion
fue de 1/3 de Lymphoprep y 2/3 de sangre diluida.

2. Posteriormente se centrifugé a 1750 rpm durante 25 minutos a temperatura

ambiente.
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Una vez centrifugada se extrajo la capa blanca de células mononucleadas que
aparecié sobre la capa del Lymphoprep y se colocd en otro tubo de plastico de
10 ml para proceder a su lavado.

Finalmente se realizaron dos lavados con solucién fisiologica a 1250 rpm

durante 10 minutos a temperatura ambiente.

3.3.1.3. RECUENTO Y VIABILIDAD CELULAR, SUSPENSION CELULAR

El botdn celular obtenido tras el dltimo lavado realizado se resuspendié en 900 pl
del RPMI 1640 de GIBCO (Invitrogen, Life technologies, Carlsbad, CA, EEUU)
Se mezclaron 10 pul de las células con 10 ul de azul tripdn y posteriormente se
colocaron 10 pl de la mezcla en una camara de Neubauer.

Las células vivas (que no han captado el colorante) se contaron en un
microscopio optico a 40x y se desestimaron las muestras que tenian mas de un
5% de células muertas.

Finalmente las células se resuspendieron en RPMI 1640 hasta conseguir una

concentracion de 5x10° células/ml.

3.3.1.4. TINCION CELULAR

Para la tincion de células mononucleadas separadas de sangre periférica se

utilizaron los siguientes AcMo: anti-CD19 conjugado con PC7 de Immunotech

(Immunotech, Marseille, Francia), anti-lgD conjugado con FITC de Dako (Dako A/S,

Dinamarca) y anti-CD27 conjugado con PE de Southern Biotech (Southern

Biotechnology Associates, Birminghan, AL) con el siguiente protocolo:
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Se coloc6 50 pl de la suspension celular preparada en el paso anterior en un
tubo de poliestireno

A dicha suspension se afiadieron los anticuerpos monoclonales conjugados con
diferentes fluorocromos, en la dilucién y cantidad indicada en la tabla 3.4.

La suspension celular asi preparada se agitdo suavemente y se incub6 a 4°C, en
la oscuridad durante 20 minutos.

A cada tubo se afiadié 2 ml de Solucion de lisis de BDBs y se incub6 durante
5min a temperatura ambiente en oscuridad.

Los tubos se centrifugaron 5 min a 1200 rpm a 20°C.
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6. Se decanté el sobrenadante y las células se resuspendieron en 500 ul de
FACSFlow de BDBs.

Tabla 3.4. AcMo utilizados para la tincion de las células mononucleadas.

Anticuerpo monoclonal Dilucion Previa pL /tubo
Anti-CD19-PC7 Ninguna 2
Anti-lgD-PE 1:40 4
Anti-CD27-FITC 15 4

3.3.2. ANALISIS DE LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS B

Las muestras se adquirieron y analizaron en un citometro FACSCalibur de BDBs
gue tiene incorporadas dos fuentes de laser (de 488 nm y de 633 nm). En la figura
3.1. se muestran las plantillas elaboradas con la version 3.2 del programa CellQuest

de BDBs para la adquisicién y andlisis de las muestras.

En cada estudio se incluyé una muestra de sangre control para establecer los
limites de positividad y negatividad para cada fluorocromo y cada AcMo. La
adquisicion se limité a la ventana creada en linfocitos, seleccionados en funcion de
tamafio y granularidad (FSC y SSC, ver la region R1 en la figura 3.1.) y se terminé
una vez adquiridas 5.000 células CD19+ (ventana en FL-3, ver la regién R2 en la
figura 3.1.).

Con este disefio de plantillas se pudo identificar y cuantificar las siguientes
subpoblaciones de LB de sangre periférica®: a) Subpoblacién de LB naive: LB
CD27-IgD+, b) Subpoblacién de LB de memoria sin cambio de isotipo: LB
CD27+IgD+, y c¢) Subpoblacion de LB de memoria con cambio de isotipo: LB
CD27+IgD- (figura 3.1.).
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3.4. CUANTIFICACION DE LA MBL PROTEICA Y FUNCIONAL

3.4.1. TIPO DE MUESTRA

Se utilizé6 plasma obtenida a partir de la extraccion de 5 ml de sangre total con
EDTA 0,05% como anticoagulante del cordén umbilical de los recién nacidos y de la
sangre venosa periférica de los controles y pacientes incluidos en el estudio. Las

alicuotas de plasma se conservaron a -80°C hasta su estudio.

3.4.2. MATERIALES

La deteccién de MBL proteica y MBL funcional en plasma se realiz6 mediante los
equipos de ELISA de MBL oligomer ELISA Kit, (Kit 029) y MBL mannan-binding
ELISA Kit, (Kit 030), respectivamente, ambas proporcionadas por el Antibodyshop

de Gentofte, Dinamarca.

3.4.3. METODO DE CUANTIFICACION DE LA MBL PROTEICA

3.4.3.1. FUNDAMENTO DEL METODO

Es un ELISA tipo “sandwich” amplificado con el sistema de biotina-estreptavidina
que utiliza como anticuerpo de captura y de deteccion anticuerpos IgG
monoclonales de ratéon anti-MBL humana (HYB 131-01 de Staten Serum Institute,
Copenhagen de Dinamarca). Estudios mediante cromatografia demuestran que
estos AcMo utilizados como Ac de captura y deteccién son especificos para las
formas de la MBL altamente oligomerizadas, no reconociendo los oligémeros

mas pequefios.

Estos AcMo anti-MBL son especificos para su dominio de unién a carbohidrato. La
MBL de las muestras unida a los AcMo en los pocillos es detectada con los mismos
AcMo anti-MBL biotinilados. Los AcMo biotinilados se unen a las moléculas de la
MBL oligoméricas via el dominio de unién a carbohidrato que no esta ocupado por la
unioén a los AcMo inmobilizados en el pocillo. La unidon entre la MBL de las muestras

y los AcMo biotinilados es revelada con HRP marcada con estreptavidina e
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incubada con su sustrato para generar una reaccion de color azul. La intensidad del
color de la solucién en cada pocillo es proporcional a la concentracion de la MBL
oligomérica en cada muestra y es cuantificada con la lectura a 450 nm de densidad
6ptica (DO) en un lector de microplacas de ELISAs. La concentracién de la MBL
oligomérica en cada muestra se calcula extrapolando la DO de la muestra problema

en la curva estandar.

3.4.3.2. PROCEDIMIENTO

1.- Cien pL de muestras de plasma diluidas a 1:100 y los calibradores de 0, 0.5, 1, 2,
5, 10, 20 y 40 ng/ml se incubaron por duplicado en los pocillos de placas de
microtitulacion sensibilizadas con AcMo anti-MBL durante 1 hora a temperatura
ambiente. En cada una de las series analiticas se incluyeron dos pocillos “blancos”

(pocillos con reactivos sin la muestra problema).

2.- Tras 3 lavados, cada pocillo de la placa de microtitulacion se incubd con 100uL

de solucién de AcMo anti-MBL biotinilado durante 1 hora a temperatura ambiente.

3.- Tras 3 lavados, a cada pocillo se anadieron 100uL de solucién de HRP

conjugada con estreptavidina y se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente.

4.- Tras 5 lavados, cada pocillo se incubé6 con 100uL de solucidon de
tetrametilbencidina (TMB). Esta reaccion enzimatica se paré a los 15 minutos de
incubacion a temperatura ambiente y en la oscuridad afiadiendo 100uL de solucién

de parado.

5.- La intensidad del color generado se cuantifico con la lectura a 450 nm de DO en
el lector de microplacas de ELISA (Titertec Multiscan, Flow laboratories, Helsinki,

Finlandia).
6.- La concentracion de la MBL proteica en cada muestra se calculd extrapolando la

DO de la muestra problema en la curva estandar y multiplicando el resultado por el

factor de dilucion.
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3.4.4.METODO DE CUANTIFICACION DE LA MBL FUNCIONAL

3.4.4.1. FUNDAMENTO DEL METODO

Es un ELISA amplificado con el sistema de biotina-estreptavidina que utiliza como
anticuerpo de deteccion anticuerpos IgG monoclonales de ratén anti-MBL humana

(HYB 131-01 de Staten Serum Institute, Copenhagen de Dinamarca).

Se utilizan placas de microtitulacion sensibilizadas con manosa de Saccharomyces
cerevisiae. Las muestras son diluidas en el tampodn que contiene calcio (la unién de
la MBL con la manosa es calcio-dependiente) y la MBL unida a la manosa es
detectada con los AcMo anti-MBL biotinilados. La MBL pobremente oligomerizada
(la MBL no funcional) no se une ala manosa o la unién con ésta es muy débil y
es eliminada de los pocillos mediante los lavados. Asi, bajo las condiciones
especificas del procedimiento, la MBL no funcional, no se detecta. Los AcMo
anti-MBL se unen a la MBL cerca del dominio de unidn a carbohidratos, que son los
mismos dominios que utiliza la MBL para la unién a la manosa. Sélo la MBL
altamente oligomerizada (MBL funcional) tiene suficientes dominios libres, una vez
unida a la manosa, para la unién con los AcMo. Por eso, es un ensayo altamente

selectivo para la MBL funcional.

La unién entre la MBL de las muestras y los AcMo biotinilados es revelada con HRP
marcada con estreptavidina e incubada con su sustrato para generar la reaccion de
color. La intensidad del color de la solucién en cada pocillo es proporcional a la
concentracion de la MBL funcional en cada muestra y es cuantificada con la lectura
a 450 nm de densidad optica (DO) en un lector de microplacas de ELISAs. La
concentracién de la MBL funcional en cada muestra se calcula extrapolando la DO

de la muestra problema en la curva estandar.

3.4.4.2. PROCEDIMIENTO

1.- Cien uL de muestras de plasma diluidas a 1:100 y los calibradores de 0, 0.5, 1, 2,
5, 10, 20 y 50 ng/ml se incubaron por duplicado en los pocillos de placas de
microtitulacion sensibilizadas con manosa durante 1 hora a temperatura ambiente.
En cada una de las series analiticas se incluyeron dos pocillos “blancos” (pocillos

con reactivos sin la muestra problema).
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2.- Tras 3 lavados, a cada pocillo de la placa de microtitulacion se afiadieron 100uL

de solucién de AcMo anti-MBL biotinilados durante 1 hora a temperatura ambiente.

3.- Tras 3 lavados, cada pocillo se incub6 con 100uL de solucion de HRP conjugada

con estreptavidina durante 1 hora a temperatura ambiente.

4.- Tras 5 lavados, a cada pocillo se afiadi6 100uL de soluciéon de sustrato de
tetrametilbencidina (TMB). Esta reaccion enzimatica se paré a los 15 minutos de
incubacién a temperatura ambiente y en la oscuridad anadiendo 100ul de solucién

de parado.

5.- La intensidad del color generado se cuantifico con la lectura a 450 nm de DO en
el lector de microplacas de ELISA (Titertec Multiscan, Flow laboratories, Helsinki,

Finlandia).

6.- La concentracion de la MBL funcional en cada muestra se calculd extrapolando

la DO de la muestra problema en la curva estandar.

3.4.5. CALCULO DEL LIMITE DE DETECCION

El limite de deteccion de la concentracion de MBL, tanto proteica como y funcional
mediante ELISA, se estableci6 como la concentraciéon correspondiente a la

media+3DE de la lectura de 8 “blancos”.

3.4.6. CALCULO DE LA PRECISION INTRA- E INTERENSAYO

El coeficiente de variacion (CV) intraensayo se calculé como la media de los CV
de los duplicados de las muestras. Se aceptdé un CV intraensayo de hasta el 8%, el

maximo generalmene aceptado para las técnicas de ELISA.

Coeficiente de variacion (CV) interensayo se calculé a partir de los valores de 2
sueros de dos diferentes concentraciones analizados en 6 ensayos. Se aceptd un
CV interensayo de hasta el 18%, el maximo generalmente aceptado para las

técnicas funcionales de ELISA.
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3.5. IDENTIFICACION DE LOS POLIMORFISMOS DEL GEN DE
LA MBL

El analisis genético se realizé con el objetivo de identificar los tres polimorfismos
estructurales del primer exdn (codén 52, 54 y 57) y los tres polimorfismos del
promotor ( -550 H/L, -221 X/Y, +4 P/Q) del gen de la MBL.

3.5.1. TIPO DE MUESTRA

Se utiliz6 ADN gendmico extraido de células nucleadas obtenidas a partir de 5 ml de
sangre total anticoagulada con EDTA 0,05% del cordén umbilical de los recién

nacidos y de la sangre venosa periférica de los pacientes.

3.5.2. EXTRACCION DE ADN GENOMICO A PARTIR DE SANGRE
TOTAL

La extraccion de ADN gendmico de la sangre total anticoagulada se realizé

|95

mediante el método modificado de Cox et al*” utilizando el reactivo de DNA-zol

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU).

3.5.2.1. FUNDAMENTO

Durante el procedimiento, las células blancas de sangre total, previa lisis de los
eritrocitos, son homogenizadas en el reactivo de DNAzol (un detergente con
contenido de sales de guanidina) seguido de la precipitacion selectiva de ADN
gendémico con etanol. Tras el lavado con etanol rebajado al 95%, el ADN es
solubilizado en NaOH 8mM.

El procedimiento consiste en las siguientes etapas:

1) Eliminacién de globulos rojos con tampén de lisis de Tris-HCL 10mM, MgCI2
5mM y NaCl 10mM.

2) Homogenizacion de células blancas en DNA-zol (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EEUUV).
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Precipitacion de ADN con etanol 100%.
Lavado de ADN con etanol 95%
Solubilizacion de ADN en NaOH 8mM.

3.5.2.2. PROCEDIMIENTO

Se centrifugd la muestra de sangre total anticoagulada durante 10 minutos a
1500 rpm a temperatura ambiente.

Se eliminé el plasma que apareci6 en la parte superior del tubo. El resto de la
sangre se llevé a un tubo de 10 ml.

Se agreg6 5 ml de tampon de lisis de eritrocitos de Tris-HCL 10 mM, MgCI2 5
mM y NaCl 10 mM.

La mezcla se centrifugd 10 minutos a 1500 rpm a temperatura ambiente.

Se elimind el sobrenadante y se repitieron los pasos 3 y 4 hasta obtener un
boton celular de color practicamente blanco.

El boton celular blanco se mezclé por pipeteo con 1 ml de DNA-zol y se dejé
actuar 1 hora a 4°C.

Se agregd 1 ml de etanol 100% y se mezcl6é invirtiendo el tubo hasta que
aparecié el precipitado del ADN en forma de medusa.

El ADN precipitado se traslad6 a un tubo ependorf con 1 ml de etanol 95%. El
ADN se lavé varias veces inviertiendo el ependorf, con etanol 95%.

Se retird el etanol del ultimo lavado y ADN se dejé secar a temperatura

ambiente.

10. Una vez seco, el ADN se solubiliz6 en NaOH 8mM.

11. Las alicuotas de ADN se guardaron en el congelador -20°C hasta su utilizacion.

Para el genotipaje de la MBL se acceptaron muestras de ADN, cuyas purezas

determinadas por el indice A260/A280 oscilaron entre 1,61 y 2,32 y las

concentraciones entre 0,05 pg/mly 10 pg/ml.

3.5.3. ANALISIS GENETICO DE LA MBL

El analisis genético de las muestras se realizdé en el laboratorio de Inmunologia,

Hospital de Gran Canaria Dr. Negrin, Las Palmas de Gran Canaria por los Dres.

Isabel Garcia Laorden y Carlos Rodriguez Gallego.
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3.5.3.1. TIPAJE GENETICO “COMERCIAL”

La mayor parte del andlisis genético del gen de MBL2 se realiz6 utilizando el equipo
de INNO-LIPA MBL2 (Innogenetics, Zwijnaarde, Bélgica). El procedimiento se

desarrollé en los siguientes pasos:

1. AMPLIFICACION

Se preparé el master mix de la reaccion de amplificacion:
N x 24.9 ul de H20O estéril
N x 10 ul de Buffer de amplificacién (AB)
N x 10 ul de solucion de oligonucleotidos (Primer Solution = PS)
N x 0.1 ul de Ampli Tag Polymerasa (Perkin-Elmer) (5U/ml)

(N=numero de muestras + control negativo + 1)

Se repartieron 45 ul de master mix en tubos de PCR (de 0.2 ml) y se afiadieron 5 pl
del ADN genomico correspondiente en cada tubo. La concentracion del ADN
recomendada fue de entre 0.02-1.5 ug/ul. La concentracion utilizada fue ajustada a
unos 1.0 ug/ul. En cada reaccion se incluyé un control negativo con 5 ul de H20
estéril. Para la amplificacion se utiliz6 el termociclador PE9600 (9600 de Perkin-
Elmer, Branchburg, NJ, EEUU):

95°C 15’ 1 ciclo
95°C 30"

65°C 30’ 35 ciclos
72°C 1

72°C 7T 1 ciclo
4°C

Se visualiz6 el amplificado en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.
Se cargaron 5 pl de cada amplificado y una calle se reservé para un marcador de
peso molecular. El resultado se visualiz6 en un transiluminador de luz UV y

fotografié. Apareccieron dos bandas de 473y 379 pb por cada muestra.
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2. HIBRIDACION

Para la hibridacion se utilizaron entre 7 y 10 ul de los amplificados (en funcion de la
intensidad observada de las bandas en el gel). Para la hibridacion reversa se
utilizaron tiras de INNO-LIPA MBL2 (Innogenetics, Zwijnaarde, Bélgica) con 12

sondas inmovilizadas.

Tanto la hibridacién, como los posteriores pasos de lavado y revelado de color, se
realizaron de forma automatizada en un aparato Auto-LiPA 48 (Innogenetics,

Zwijnaarde, Bélgica).

3. LECTURA DEL RESULTADO

La interpretacion del patron de reactividad de las sondas se realizé mediante el

programa de analisis para Lipa MBL2 (Innogenetics, Zwijnaarde, Bélgica).

3.5.3.2. TIPAJE GENETICO “MANUAL”

Parte de muestras se genotipé6 manualmente utilizando los protocolos modificados
descritos por Madsen et al 8, y Sullivan et al *°. Los alelos B y C se detectaron por
PCR con analisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccién
(PCR-RFLP). Los alelos D y P/Q se detectaron mediante PCR con mutagénesis
dirigida de sitio (SDM)-RFLP. El genotipaje de las variantes del promotor H, L, X e
Y, comoy X e Y en relacién a L y H se realiz6 mediante una PCR con primers

especificos de secuencia. (PCR-SSP).

Para la PCR se utilizo el volumen de 50 ul que contenia de 250 a 500 ng del ADN
genomico, 1.25 U (para alelos estructurales) o 2 U (para variantes del promotor) de
la polimerasa de ADN de AmpliTaq (Perkin-Elmer, Branchburg, NJ, EEUU), de 0.18
a 0.5 uM de primers especificos, 0.2 mM de desoxinucleotidos trifosfato y 2.4 mM
(PCR-SSP) 0 1.5 (PCR y SDM-PCR) de MgCI2.

Los primers utilizados fueron los siguientes: PCR, directo: 5'-
CCCAGATTGTAGGACAGAG-3' e inverso: 5-AGTTGTTGTTCTCCT GTCCAG-3';
SDM-PCR para el alelo D, directo: 5CATCAACGGCTTCCCAGGCAAAGACGCG-3
e inverso. 5-CAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG-3’; SDM-PCR para alelos P/Q,
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directo: 5- ACCCAGATTGTAGGACAGAGGGCAAGC-3 e inverso: b5'-
TTGCAGAGACAGAACAGC-3; PCR-SSP, directo para H y HY: 5-
GCTTACCCAGGCAAGCCTGTG-3,, para L, LX y LY 5'-
TTACCCAGGCAAGCCTGTC-3', para X 5-CATTTGTTCTCACTGCCACC-3', para Y
5-CATTTGTTCTCACTGCCACG-3, e inverso para H, L, X e Y: el mismo primer
utilizado en el SDM-PCR para alelo D, para LX 5-
GGAAGACTATAAACATGCTTTCG-3 y para HY y LY 5'-
GGAAGACTATAAACATGCTTTCC-3'.

Todas las PCR se iniciaron con un paso de desnaturalizacion de 2 minutos a 94°C y
se finalizaron con un paso de extension de 5 minutos a 72°C. Los ciclos de
temperatura eran siguientes: PCR, 30 ciclos de 30s a 94°C, 60s a 62°C y 120s a
72°C; SDM-PCR, 35 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 58°C (para el alelo D) o 55.5°C
(para variantes P/Q) y 60s a 72°C; PCR-SSP, 30 ciclos de 30s a 94°C, 60s a 65°C y
60s a 72°C; PCR-SSP para la posicion cis/trans de las variantes de la region
promotora, 35 ciclos de 30s a 95°C, 30s a 60°C y 30s a 72°C. En cada reaccion de
SDM-PCR y PCR-SSP se incluy6 un control no-polimérfico de amplificacion.

Todas las amplificaciones eran visualizadas mediante electroforesis en el gel de
agarosa al 2%. Para el analisis de RFLP de los alelos B y C, el producto de PCR
679 pb fue digerido con las enzimas de restriccion Banl y Mboll, respectivamente.
La Banl actua sobre una diana constitutiva que da lugar a dos fragmentos de 116 y
569 pb. En los alelos A, C y D (pero no el B), el fragmento de 569 es cortado en dos
fragmentos de 308 y 255 pb. La Mboll tiene dos sitios de actuacién constitutivos y
da lugar a aparicion de tres fragmentos de 83, 94 y 502 bp. En el alelo C (pero no en
los alelos A, B y D), el fragmento de 502 fue dividido en dos fragmentos de 274 y
228 bp. Todos estos fragmentos de restriccion fueron separados en la electroforesis
del gel de agarosa al 2%. Para el analisis por RFLP del alelo D, el producto de
SDM-PCR de 119 bp fue digerido con las enzimas de restriccion Mlul y Hhal. La
Mlul divide el producto de la PCR especifica para el alelo D en dos fragmentos de
94 y 25 bp, mientras que la Hhal divide los alelos A, B y C. Para el andlisis por
RFLP de los alelos P y Q, el producto de SDM-PCR fue digerido con la enzima de
restriccion Hindlll, que divide el producto de PCR de 136bp especifico para el alelo
Q en dos fragmentos de 110 y 26bp. Para el analisis, tanto del alelo D como y P/Q,
los fragmentos de restriccion fueron separados por electroforesis en gel de

poliacrilamida al 6%.
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3.6. ANALISIS DE DATOS CLINICOS

Se valoraron las manifestaciones clinicas presente en cada paciente con IDVC en

tres diferentes periodos:

a. alinicio de la sintomatologia (debut clinico de la IDVC)
b. al diagndstico (motivo del diagndstico)
c. alo largo del seguimiento clinico, una vez instaurado el tratamiento

sustitutivo (evolucién de la sintomatologia y respuesta al tratamiento)

Se consider6 como infecciones respiratorias recurrentes (IRR) la presencia de al
menos tres episodios al afio de bronquitis y/o sinusitis acompafiadas de fiebre y
temperatura superior a 37,5 °C. Se consideré6 como diarreas recidivantes (DR) la

presencia de mas de 2 episodios de diarrea al afio.

En las tablas de datos clinicos (tabla 3.1. en la pagina 32 y tabla 4.3. en la pagina
66) se resume la patologia mas grave sufrida por cada paciente con IDVC en cada
uno de estos periodos (sintomas iniciales, al diagndstico y evolutivos). Los datos se
analizaron en funcién de: 1) retraso en el diagnéstico en afos (calculado a partir de
la edad de inicio de sintomas y edad al diagndstico) y 2) meses en tratamiento

sustitutivo.

Los datos clinicos de los pacientes con DIgA se valoraron segun criterios definidos
por Infectious Diseases Society of America® como procesos infecciosos graves si se
trataba de neumonias, sepsis, meningitis 0 abcesos pulmonares y como infecciones
moderadas si se trataba de bronquitis con fiebre, sinusitis, otitis 0 episodios febriles
>38°C.
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3.7. ANALISIS DE DATOS EXPERIMENTALES

3.7.1. ESTUDIO DE LOS LINFOCITOS B DE MEMORIA EN
PACIENTES CON IDVC

Para las subpoblaciones de los linfocitos B de memnoria se establecié como punto
de corte el valor minimo obtenido de las determinaciones de estas subpoblaciones
en los controles. Dicho valor fue el que mejor diferenciaba los pacientes de los
controles y a su vez permitié hacer tres grupos de pacientes: el grupo BMO incluy6
a los pacientes con LB de memoria totales (LB CD27+) inferior al punto de corte
establecido para esta poblacion en los controles, el grupo BM1 incluyé a los
pacientes con LB de memoria con cambio de isotipo (LB CD27+IgD-) inferior al
punto de corte establecido para esta poblacion en los controles, y el grupo BM2
incluyo a los pacientes con LB de memoria totales y LB de memoria con cambio de

iosotipo (LB CD27+IgD-) superiores a dichos limites.

Una vez clasificados, se compar6 el fenotipo clinico de los pacientes en cada grupo
BM. Se compararon las frecuencias de diferentes patologias estudiadas en los
pacientes, mediante la construccion de las tablas de contingencia y utilizando la

prueba de independencia de la chi? de Pearson/Fisher.

3.7.2. ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE EL GENOTIPO Y LA
CONCENTRACION PLASMATICA DE MBL

Para el estudio de asociacion entre el genotipo y la concentracion plasmética de
MBL, se utilizaron las muestras de cordon umbilical de los recién nacidos (RN),
cuyas madres no padecieron infecciones graves/moderadas® en el Gltimo trimestre
del embarazo. El objetivo de esta eleccion de individuos ha sido minimizar la
influencia de una posible situacién post-infecciosa sobre la concentracion plasmética
de la MBL®:

Ademas, la concentracion de la MBL se valor6 en funcién de las siguientes
condiciones individuales de los RN: nimero de semanas de gestacion, peso al
nacer, numero de cigarrillos que fumo la madre a diario durante el embarazo, el

hecho de haber sufrido algin proceso infeccioso leve en el dltimo trimestre y
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especialmente en la Ultima semana del embarazo, diabetes gestacional y la

presencia del Streptococcus agalactiae en el cultivo vaginal y/o rectal materno.

El andlisis genotipico de la MBL se realizo en 288 del total de 423 RN incluidos en el
estudio. Los criterios que se utilizaron para esta seleccion de los individuos para

analisis genotipico se explican en el capitulo de los resultados.

Las comparaciones de concentraciones plasmaticas de MBL proteica y funcional
entre los diferentes genotipos de la MBL, se realizaron primero mediante la prueba
de Kruskal-Wallis. Este andlisis fue seguido de las comparaciones mdltiples de la
“prueba a posteriori de Dunn”, para determinar de qué grupo o grupos provienen las
diferencias detectadas en la prueba de Kruskal-Wallis. El objetivo de dicho analisis
fue clasificar a los diferentes genotipos de la MBL en grupos con el minimo

solapamiento posible de rangos de concentraciones.

3.7.3. ESTUDIO DE MBL EN PACIENTES CON IDVC Y DIgA

La concentracion plasmatica de MBL proteica y funcional se determind en 39 de los
41 pacientes con IDVC y en 46 pacientes con DIgA. Los valores de MBL plasmatica
obtenidos en los pacientes estudiados se compararon con los resultados hallados
en el grupo control (ver analisis estadistico). También se comparé la media o la
mediana de las concentraciones plasmaticas de MBL proteica y funcional en los

pacientes agrupados segun las principales manifestaciones clinicas (ver resultados).

El analisis genotipico de la MBL se realiz6 en 27 pacientes con IDVC y en 23

pacientes con DIgA.

Una vez determinadas las concentraciones plasméticas y el genotipo de la MBL, los
pacientes con IDVC y DIgA se agruparon en productores de MBL con valores bajos,
intermedios y altos segun el modelo establecido para esta clasificacion, en la
poblacion de RN. Finalmente se analizd la patologia clinica presentada por los
pacientes en cada grupo. Se compararon las frecuencias de las diferentes
patologias estudiadas en los pacientes mediante la construccion de las tablas de

contingencia y utilizando la prueba de independencia de la chi? de Pearson/Fisher.
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3.8. ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se emplearon los programas SPSS 13.0 (SPSS,
Chicago, IL) y G-Stat 2.0 (GlaxoSmithKline, CA) a partir de una base de datos con

toda la informacién recogida (Microsoft Acces 2000).

Las variables cualitativas se describieron mediante su distribucion de frecuencias.
Para analizar la asociacion entre dos variables cualitativas se utilizaron las tablas de
contingencia, la prueba de independencia de la chi’ de Pearson o la férmula exacta

de Fisher, cuando fue preciso.

Las variables cuantitativas se describieron con las medidas de centralizacion
(media, mediana) y de dispersion (desviacion tipica, intervalo de confianza del 95%
para la media y con valores correspondientes al percentii 05 y 95 para las

medianas).

Aplicando la prueba de Kolmogorov Smirnov se comprob6 si la distribucion de los
valores seguia una distribucion normal. Se utilizaron pruebas paramétricas para la
comparacion de medias de las variables continuas con una distribucion normal y
pruebas no paramétricas para comparar las medianas de las variables continuas

gue no siguieron una distribucién normal.

La comparacién de medias se realiz6 mediante la prueba de t de Student, cuando
los factores tenian dos categorias o mediante el Andlisis de la Varianza de un factor
(Anova), cuando las categorias del factor eran superiores a dos. En este dltimo
caso, en todas aquellas asociaciones que mostraron significacién estadistica se
procedio a realizar test de comparaciones mdultiples, basadas en el método de Tukey
de diferencia significativa, para determinar entre cuales de las categorias se

observaban las diferencias.

La comparacion de medianas se realizd mediante la prueba no paramétrica de
Mann-Whitney (Wilcoxon) o su equivalente para las comparaciones entre mas de
dos categorias de un factor, la prueba no paramétrica de Kruscal-Wallis. En este
ultimo caso, en todas aquellas asociaciones que mostraron significacion estadistica
se procedio a realizar tests de comparaciones multiples, basados en el método de

Dunn, para determinar entre cuéles de las categorias se observaban las diferencias.
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Para el estudio de asociaciones entre dos variables continuas se utilizé el

coeficiente de correlacion de Pearson.

Para todas las pruebas empleadas se consider6 como significativo el valor de
p<0,05.
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4.1. ESTUDIO DE LOS LINFOCITOS B DE MEMORIA EN
PACIENTES CON IDVC

4.1.1. CUANTIFICACION DE LAS SUBPOBLACIONES DE
LINFOCITOS B EN CONTROLES Y PACIENTES CON IDVC

Se analizaron las subpoblaciones de linfocitos B (LB) en muestras de sangre
periférica de 41 pacientes con IDVC y 29 controles. En los controles el porcentaje de
LB naive (media + 1DE) fue del 57% + 14%, el de LB de memoria totales fue del
39% + 13%, el de LB de memoria sin cambio de isotipo fue del 17% + 6% y el de LB

con cambio de isotipo fue del 22% * 10%, tabla 4.1.

Tabla 4.1. Descripcién estadistica de subpoblaciones de LB en controles y pacientes con IDVC.

LB LB naive LB de Memoria (%o del total de LB)
(Ybdelinf.tot) | (%6deltot deLB) | totales sincambiode - con cambio de
isotipo isotipo
Grupo Control | media 8 57 39 17 2
n=29 DE 3 14 13 6 10
Valor Minimo 3 30 13 6 6
Valor Maximo 16 85 67 32 40
LB LB naive LB de Memoria (% del total de LB)

(%6delinf.to) | (G6deltota deLB) | totales sincambiode  con cambio de

isotipo isotipo

Pacientes | media 7 83** 15** 11 3
n=41 DE 3 16 15 12 5
Valor Minimo 2 35 2 2 0
Valor Maximo 16 95 61 43 27

**diferencias estadisticamente significativas (p<0.000001) comparando con el grupo control

La distribucion de estas subpoblaciones fue muy diferente en los pacientes. Se
encontr6 por un lado, un aumento significativo de la proporcién de los LB naive
(p<0,00001), y por el otro, una disminucion significativa de los LB de memoria
(p<0,00001), sobre todo a expensas de los LB de memoria con cambio de isotipo, la
subpoblacién mas alterada en la mayoria de los pacientes con IDVC. Estas
diferencias no guardaron relacion con el porcentaje de los LB totales que no difirio

entre el grupo control y los pacientes, (8 + 3% vs. 7 + 3%, tabla 4.1.).
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Se confirmé una disminucidn significativa (p<0,000001) de los LB de memoria
en pacientes con IDVC, al compararlos con el grupo control sano. Esta
disminucién fue debida sobre todo a la disminucién de los LB de memoria con

cambio de isotipo y no guardaba relacién con el namero total de LB.

4.1.2. CLASIFICACION DE LOS PACIENTES CON IDVC EN
GRUPOS SEGUN LA CUANTIFICACION DE LOS LB DE MEMORIA

En este estudio, para la clasificacién de los pacientes con IDVC en grupos segun la
cuantificacién de las subpoblaciones de los LB de memoria, se utilizé como punto de
corte el valor minimo obtenido de las determinaciones de las subpoblaciones de los
LB en los controles. Asi el punto de corte para los LB de memoria totales fue el 13%
(rombos azules en la figura 4.1a, sombreado azul en la tabla 4.1.) y para los LB de
memoria con cambio de isotipo fue el 6% (rombos verdes en la figura 4.1b,

sombreado verde en la tabla 4.1.) del total de los LB de sangre periférica.

Los pacientes que presentaron un porcentaje de los LB de memoria totales inferior
al 13% formaron el grupo BMO. Este grupo incluy6 el 44% (18/41) del total de

pacientes estudiados.
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Figura 4.1 Porcentajes de LB de memoria del total de los LB de sangre periférica en diferentes grupos
de pacientes. Para méas explicaciones ver el texto.

Los pacientes que presentaron un porcentaje de los LB de memoria totales superior

al 13% pero los LB de memoria con cambio de isotipo inferior al 6,5% (rombos
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verdes en la figura 4.1b) formaron el grupo BM1. Este grupo incluy6 el 39% (16/41)

de todos los pacientes estudiados.

Los pacientes que presentaron tanto el porcentaje de los LB de memoria totales
(rombos azules en la figura 4.1a) como el porcentaje de los LB de memoria con
cambio de isotipo (rombos verdes en la figura 4.1b) superior a los respectivos
puntos de corte, formaron el grupo BM2. Este grupo incluyé el 17% (7/41) de todos

los pacientes estudiados.

En las péginas siguientes se detallan las imagenes de las subpoblaciones de LB,
identificadas mediante citometria de flujo, utilizando los marcadores de CD27 e IgD,
en todos los pacientes con IDVC estudiados y en 27 de los 29 controles analizados.
Ademas, en la tabla 4.2. estdn resumidos los parametros estadisticos descriptivos

de las subpoblaciones de LB en cada grupo BM.
Mediante la cuantificacion de los linfocitos B de memoria (BM) y de sus

subpoblaciones (con y sin cambio de isotipo), podemos dividir a los pacientes
con IDVC en tres grupos BM: BMO, BM1y BM2.
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Tabla 4.2. Descripcion estadistica de subpoblaciones de LB en los grupos de pacientes con

CD27

Subpoblaciones de LB en los 7 pacientes del grupo BM2
El nimero indica el porcentaje de LB de memoria sin cambio de isotipo (células B CD27+IgD+,
cuadrante superior derecha) y con cambio de isotipo (células B CD27+IgD-, cuadrante inferior

LB LB naive LB de Memoria (% del total de LB)
(%de PB MNC)| (% del total de LB) | totales SN ¢@mbio de con cambio de
isotipo isotipo
media 8 58 39 26* 13*
Grupo BM2 | SD 4 17 17 14 7
n=7/41 Valor Minimo 2 35 16 8 7
17% Valor Maximo 15 83 61 43 27
LB LB naive LB de Memoria (% del total de LB)
(%de PB MNC)| (% del total de LB) | totales ~ S'" ¢@mbio de con cambio de
isotipo isotipo
media 8 73%%4 25%%4 21% 4x*y
Grupo BM1 | SD 3 9 8 8 1
n=16/41 Valor Minimo 3 58 15 12 1
39% Valor Maximo 12 87 39 36 6
LB LB naive LB de Memoria (% del total de LB)
(%de PB MNC)| (% del total de LB) | totales ~ S'" ¢@mbiode con cambio de
isotipo isotipo
media 7 91** 7% 6% 1%
Grupo BMO | SD 3 3 3 2 1
n=18/41 Valor Minimo 3 86 2 2 0
44% Valor Maximo 16 95 13 10 5

v

IDVC.

** diferencias estadisticamente significativas (p<0.000001) comparando con el grupo control
* diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) comparando con el grupo control

$ diferencias estadisticamente significativas (p<0.000001) comparando con el grupo BM1

# diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) comparando con el grupo BM2
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4.1.3. CARACTERIZACION CLINICA E INMUNOLOGICA DE LOS
PACIENTES CON IDVC CLASIFICADOS EN GRUPOS BM

4.1.3.1. DATOS GENERALES Y ANTECEDENTES FAMILIARES

En la tabla 4.3. se resumen los datos clinicos analizados de los 41 pacientes con
IDVC incluidos en el estudio. La edad de inicio de los sintomas oscil6é entre 2 y 48
afios, con una mediana de 11 afios y la del diagndstico entre 6 y 59 afios, con una
mediana de 29 afios. El tiempo transcurrido entre el inicio de sintomas y el inicio del
tratamiento/diagndéstico, oscilé entre 1 y 50 afios, con una mediana de 13 afios. En

todos los pacientes, el tratamiento se inicio pocos meses después del diagndstico.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes
clasificados segun la cuantificacion de las subpoblaciones de los LB de memoria
(clasificacion BM), al estudiar las variables: edad actual, edad del inicio de los

sintomas, edad al diagnéstico y meses en tratamiento.

En 35 del total de 41 pacientes con IDVC se estudiaron los familiares de primer
grado. Destac6 el hecho de que en 7 casos (20%) se hall6 otra IDP en uno o varios
familiares, en forma de IDVC (6 casos) y déficit de IgA con déficit de IgG2 (un caso).
En 5 (14%) de los pacientes habia antecedentes familiares de enfermedad
autoinmune. En la tabla 4.4. se muestra la distribucion de los casos con historia
familiar positiva, dentro de la clasificacion BM. El 71,4% (5/7) de pacientes con
historia familiar positiva para la IDP, pertenecieron al grupo BMO. Sin embargo, el
riesgo relativo (RR) de transmision de la enfermedad a los familiares de los
pacientes en este grupo, no alcanzé el grado de la significacion estadistica (RR =
2,06; (el intervalo de confianza (IC) del 95% fue de 0,47 a 9,04; p=0,2).

Tabla 4.4. Distribucion de pacientes con antecedentes familiares estudiados, segun el
grupo BM y la patologia encontrada.

Historia familiar BMO | BM1 | BM2 | Total
IDP 5 1 1 7
EAI 3 2 0 5
Casos esporadicos 9 11 3 23
Total 17 14 4 35

IDP: Inmunodeficiencia primaria, EAl: Enfermedad autoinmune
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Tabla 4.3. Datos clinicos de pacientes con IDVC

— P
% S ’g 3 1(‘/) @ = 2 *
@ =g = 8 c8 m & @ s £ 5
- 8 s TS 05 . . S ox 3 o 3~ =
Paciente 5 2 'g @ B8 BE| . Manifestaciones Evolucion clinica Enfermedad o 2 R S 5 % 2 =
S8 IE za $ s clinicas al diagnéstico Autoinmune 5 5 w g = = 2 = b=
s T e =¢ o g 5 © = @£ g
= - £ 2 S S a £ g
w w e S [ T
Grupo BMO
1 44V 17 34 123 IRR, DR Malabsorcién, Expectoracion AHAI, PTI, Alop.arreata si 2 37 25 si si sp
2 40V 34 37 36 IRR, DR Expectoracion, Diarreas no infecciosa Alop.areata, Hipo T no 2 83 98 si no sp
3 18/vV 2 6 132 IRR Expectoraciéon no no 2 91 92 no no IDVC
4 44/M 12 40 40 IRR, Leucopenia Nada Leucopenia si 1 67 7" no si sp
5 42/M 13 30 144 IRR, DR Malabsorcion, artralgias PTI no 1 80 84 si si IDVC
6 53/M 37 50 36 IRR, Artralgias Nada AR no 1 86 99 no si EAI
7 15/M 10 12 39 IRR, DR Malabsorcién, Expectoracion AHAI, PTI no 2 66 61 si si EAI
8 28IV 4 6 252 IRR, DR Malabsorcion HipoT subclinico si 1 84 102 si si IDVC
9 34/ 6 24 120 IRR, DR Malabsorcién, Expectoracion Psoriasis si 2 89 87 si si DIgA
10 23/M 6 15 96 IRR, DR Malabsorcion no no 1 112 116 si si sp
11 24/M 13 16 96 IRR Expectoracion no si 2 60 52 no si sp
12 16/M 6 16 4 IRR Nada no si 0 nd nd sf no IDVC
13 25/V 4 11 2 IRR, Artralgias Expectoracion no no 2 73 80 no no sp
14 21V 5 9 132 IRR, DR, Astenia Expectoracién, DR no si 2 101 99 no no sp
15 61/M 9 59 28 IRR, DR Expectoracion, Diarreas no infecciosas AR si 2 62 63 no no sp
16 54/M 7 41 156 IRR Expectoracion, Anorexia A. perniciosa si 2 75 55 si no nd
17 51/M 38 46 48 IRR, DR Expectoracién, DR no si 2 78 51 si si sp
18 38/M 14 27 134 IRR, DR Malabsorcién no si 1 72 71 si si EAI
media 31/38M 13,2 26,6 89,9 77,4 77,1
Grupo BM1
19 19V 4 9 123 IRR Expectoracion no si 2 91 95 no no sp
20 21/M 9 13 87 DR Nada no no 0 81 84 no no sp
21 25/V 17 19 74 IRR, DR Malabsorciéon no no 1 88 97 si si sp
22 20V 8 16 25 IRR Nada no no 0 94 105 no no sp
23 45/M 34 39 64 IRR, DR Malabsorcion A. perniciosa si 1 88 88 no no sp
24 56/V 4 25 27 IRR Nada no no 1 91 88 no no EAI
25 33/M 22 33 3 IRR Expectoraciéon no no 2 nd nd no no IDVC
26 63/M 40 59 45 IRR Nada PTI, Leucopenia no 1 63 66 no no sp
27 61/V 30 54 84 IRR, DR Nada no no 1 142 112 no no nd
28 441V 16 34 88 IRR, DR Malabsorcién A. perniciosa si 1 76 70 si no sp
29 58/V 30 54 36 PTI Nada PTI no 0 95 102 si si nd
30 33V 12 23 120 IRR, DR Nada no no 1 97 112 no sf sp
31 44/M 25 41 27 IRR Nada AHAI, Psoriasis no 1 106 107 no no EAl
32 38/M 13 37 5 IRR Nada no si 0 95 94 no no sp
33 64/V 33 43 240 IRR Expectoraciéon no si 2 97 94 si si sp
34 25/M 9 10 192 HAI, Vitiligo Nada HAI, Vitiligo no 0 87 87 no no sp
media 42/40M 19,1 31,8 77,5 92,7 93,4
Grupo BM2
35 14V 5 7 80 IRR, DR IRR no no 0 nd nd no no IDVC
36 18/V 5 6 120 IRR Nada no no 0 115 134 no no sp
37 53/V 46 51 24 Alop. areata Nada Alop. areata no 0 100 115 si no nd
38 30/M 11 21 108 IRR, DR Nada no no 0 115 125 no no nd
39 50/M 48 49 12 IRR, DR Nada no no 0 nd nd no no nd
40 34/V 4 33 9 IRR Nada no si 0 100 106 no no sp
41 28/V 4 6 252 IRR Nada no no 0 nd nd no no sp
media 29/40M 17,6 24,7 86,4 1075 120,0
Todos
media 25V/34M 16 28,7 82,4

*+* Bronquiectasias: 0 = sin evidencia de bronquiectasias en TAC; 1 = presente en TAC pero clinicamente silentes; 2 = presentes en TAC y expectoracion habitual

$ Los valores de CVF y VEMS se expresaron como porcentaje de los predictivos establecidos por Roca et al (ref. 92). CVF: Capacidad vital forzada, VEMS: volumen espiratorio maximo en el primer

seaundo.

# Historia Familiar: Se indica la patologia encontrada en los familiares de primer grado de los pacientes estudiados. Sp: casos esporadicos, nd: datos no disponibles.

Nota . Se indican los datos clinicos méas relevantes, asociados a la IDVC, para cada paciente. Abreviaturas: IRR: Infecciones Respiratorias Recurrentes, DR: Diarreas recidivantes, DIgA:
Déficit de IgA, HipoT: Hipotiroidismo, PTI: Purpura Trombocitopénica Idiopatica, AHAI: Anemia Hemolitica Autoinmune, HAI: Hepatitis Autoinmune, NL: Nédulos Linfaticos, EAI:

Enfermedad Autoinmune
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Las diferencias en la frecuencia de otras IDP entre los familiares de los
pacientes con IDVC entre los grupos BMO, BM1 y BM2 no fueron
estadisticamente significativas. Sin embargo, es de destacar el hecho de que 5

de los 7 casos familiares se hallaron en el grupo BMO.

4.1.3.2. CARACTERIZACION CLINICA DE LOS PACIENTES CON IDVC
CLASIFICADOS EN GRUPOS BM

En las tablas 3.1. y 4.3. se resumen los datos clinicos analizados de los 41
pacientes con IDVC incluidos en el estudio. Las infecciones respiratorias fueron las
mas frecuentes, siendo las manifestaciones clinicas iniciales en el 87,8% (36/41)
de los pacientes, tabla 3.1. El 46,3% (19/41) de pacientes presenté neumonia, el
24,4% (10/41) bronquitis y el 17,1% (7/41) infecciones de vias altas. El resto de los
pacientes (5/41, 12,2%) debuté con enfermedad autoinmune. El 17% (7/41) de los

pacientes presento, ademas, sintomas digestivos.

Entre las manifestaciones clinicas que llevaron al diagndstico, también destacé
la presencia de infecciones respiratorias, tabla 3.1. o 4.3. Estas afectaron al 90%
(37/41) de los pacientes. El 10% (4/41) restante padecioé enfermedad autoinmune (3
casos) o patologia digestiva aislada (1 caso). El 46% (19/41) de los pacientes
presentaron en el momento del diagndstico junto con las infecciones respiratorias

recurrentes las diarreas recidivantes.

4.1.3.2.1. MANIFESTACIONES RESPIRATORIAS

Las infecciones respiratorias recurrentes fueron el motivo del diagnéstico en 37 del
total de 41 pacientes. A lo largo del seguimiento clinico se objetivaron
bronquiectasias, mediante el TAC de térax de alta resolucién, en 27 de 41
pacientes, 16 pertenecieron al grupo BMO y 11 al grupo BM1. Ningun paciente del
grupo BM2 presentd bronquiectasias. Trece de estos 27 pacientes con
bronquiectasias presentaban tos productiva, con expectoracion matutina habitual: 10
pertenecieron al grupo BMO y 3 al BM1. En 14 pacientes se hallaron bronquiectasias

sin expectoracion: 6 pertenecieron al grupo BMO y 8 al grupo BM1.
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En la figura 4.2. se muestra la distribucion de pacientes con infecciones
respiratorias recurrentes (IRR) en el momento del diagndstico que desarrollaron, a lo
largo del seguimiento clinico, bronquiectasias (BR), con o sin expectoracion, en los
tres grupos BM de pacientes. Del total de pacientes con antecedentes de IRR en el
grupo BMO, el 56% (10/18) desarrollaron bronquiectasias con expectoracion, frente
al 23% (3/13) del grupo BM1 y el 0% (0/6) del grupo BM2, p<0,05.

DESARROLLO DE LAS BRONQUIECTASIAS EN PACIENTES CON IDVC POR GRUPOS BM

&
IRRen los BRsin BRcon @40 4@
antecedentes | expectoracion | expectoracion
O BMO 100% 33% 56% p<0,05
E BV1 100% 62% 23%
O BwR2 100% 0% 0%

Figura 4.2: Desarrollo de bronquiectasias (BR), con o sin expectoracion, en pacientes con
antecedentes de Infecciones Respiratorias Recurrentes (IRR). El total de pacientes con IRR (100%) en
cada grupo BM fueron: 18 pacientes en el grupo BMO, 13 en el BM1 y 6 en el BM2. El 56% (10/18) de
pacientes del grupo BMO desarrollaron bronquiectasias con expectoracion, frente al 23% (3/13) de
pacientes del grupo BM1 y 0% (0/6) del grupo BM2, p<0,05.

El riesgo relativo de desarrollar bronquiectasias con expectoracion fue 3,52 veces
mayor (IC del 95% = 1,15 — 10,76, p<0,05) en los pacientes pertenecientes al grupo
BMO. No encontramos diferencias significativas entre grupos de pacientes con o sin
bronquiectasias, y grupos con o sin expectoracion, en cuanto a edad actual, edad de

inicio de sintomas, retraso en el diagndstico o meses en tratamiento.
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CVF (media e IC del 95%)

-RESULTADOS-

Se analizaron los resultados de las pruebas de funcion respiratoria (PFR), la
capacidad vital forzada (CVF) y el volumen espiratorio maximo en el primer segundo
(VEMS) en 17 de 18 pacientes del grupo BMO, en 15 de 16 pacientes del BM1 y en
4 de 7 del grupo BM2, tabla 4.3. En la figura 4.3. se muestran los valores de la
media (IC del 95%) de CVF y VEMS obtenidas en cada grupo BM.
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Figura 4.3 Valores de las pruebas de funcién respiratoria (PFR) en pacientes con IDVC por grupos
BM. Tanto la capacidad vital forzada (CVF) como el volumen espiratorio maximo en el primer
segundo (VEMS) eran significativamente mas bajos en el grupo BMO que en el grupo BM1 y BM2,
p<0,005.

Tanto la CVF como la VEMS fueron significativamente inferiores en el grupo de

pacientes BMO, comparado con el grupo BM1 y éstos a su vez inferiores en

respecto al grupo BM2. La CVF fue del 77% * 17% en el grupo BMO vs. 92% *+
17% en el grupo BM1 y 104% * 8% en el grupo BM2, p<0,005. La VEMS fue del

77% * 23% en el grupo BMO vs. 93% * 14% en el grupo BM1 y 110% *16% en el
grupo BM2, p<0,001.

Tanto la CVF como la VEMS fueron significativamente inferiores en el grupo de

pacientes con bronquiectasias, comparado con los pacientes sin bronquiectasias. La

CVF fue del 83% *+ 20% en los pacientes con bronquiectasias vs. 97% + 10% en los
pacientes sin bronquiectasias, p<0,05. La VEMS fue del 83% * 23% en los

pacientes con bronquiectasias vs. 101% =+ 15% en los pacientes sin
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bronquiectasias, p<0,03. La VEMS mas disminuida (77% * 17%) fue observada en

los pacientes con bronquiectasias con expectoracion.

La enfermedad pulmonar crénica (EPC), definida como la disminucién de la CVF y/o
la VEMS por debajo del 80% del valor tedrico establecido por Roca vy
colaboradores® en los pacientes con bronquiectasias, se evidencié en 11 pacientes,
9 del grupo BMO y 2 del grupo BM1, p<0,05. Cabe destacar, a modo descriptivo, que
4 de los pacientes del grupo BMO y ninguno del grupo BM1 presentaron PFR
inferiores al 60%, lo que se considera, segin Roca y col®’, una EPC grave. No
encontramos diferencias significativas entre grupos de pacientes con 0 sin
enfermedad crénica pulmonar, en cuanto a edad actual, edad de inicio de sintomas,

retraso en el diagnéstico o meses en tratamiento.

Pertenecer al grupo BMO se podria asociar con el riesgo de desarrollar una
enfermedad pulmonar crénica y bronquiectasias con expectoracion (p<0,05).
Este riesgo parece no depender de la edad del inicio de sintomas, del retraso

en el diagnéstico ni del tiempo de evolucién.

4.1.3.2.2. MANIFESTACIONES DIGESTIVAS

En el momento del diagndstico el 49% (20/41) de los pacientes presentaron diarreas
recidivantes (DR), tabla 4.3. El patégeno detectado con mayor frecuencia en estos
pacientes fue la Giardia lamblia (datos no mostrados). A lo largo del seguimiento
clinico se objetivd un sindrome de malabsorcién o diarrea crénica, con clara
repercusion en el estado general con bajo peso, astenia y malnutricion (datos no
mostrados) en doce pacientes: 9 pertenecieron al grupo BMO y 3 al grupo BML1.
Ningun paciente del grupo BM2 desarrollé un sindrome de malabsorcién o diarrea
cronica. En la figura 4.4 se muestra la evolucion de las DR a un sindrome de

malabsorcion y/o diarreas crénicas en los pacientes por grupos BM.

Del total de pacientes con los antecedentes de DR en el grupo BMO, el 82% (9/11)
desarrollé, a lo largo del seguimiento clinico, un sindrome de malabsorcion o diarrea
crénica con repercusion importante en el estado general, frente al 50% (3/6) de
pacientes con DR en los antecedentes del grupo BM1 y 0% (0/6) en el grupo BM2,

p<0,005. En dos de los pacientes del BMO con los antecedentes de DR, éstas
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persistieron a lo largo del seguimiento clinico, sin una clara repercusion en el estado
general. No se encontraron diferencias significativas entre grupos de pacientes con
o sin sindrome de malabsorcion o diarrea cronica en cuanto a la edad actual, edad

del comienzo de sintomas, retraso en el diagnéstico o meses en tratamiento.

EVOLUCION DE LAS DIARREAS RECIDIVANTES (DR) EN PACIENTES CON IDVC
POR GRUPOS BM

100%

DR en los Sd. Malabsorcion DR BMO
antecedentes Diarrea crénica p<0,05
OBMO 100% 82% 18%
EBM1 100% 50% 0%
OBM2 100% 0% 0%

Figura 4.4: Evolucion de las diarreas recidivantes (DR) a sindrome de malabsorcién y/o diarrea crénica
en los tres grupos de pacientes. El total de pacientes con DR (100%) en cada grupo BM fueron: 11
pacientes en el grupo BMO, 6 en el BM1 y 3 en el BM2. El 82% de pacientes (9/11) del grupo BMO
desarrollaron sindrome de malabsorcion o diarrea crénica, frente al 50% (3/6) del grupo BM1 y 0% del
grupo BM2, p<0,05. Las DR persistieron en el 18% de pacientes (2/11) del grupo BMO.

Los pacientes del grupo BMO desarrollaron sindrome de malabsorcién o
diarrea cronica con repercusion importante en el estado general mas
frecuentemente que los pacientes del grupo BM1y BM2, (p<0,05). El desarrollo
de esta sintomatologia intestinal grave se dio en los pacientes
independientemente de la edad del inicio de sintomas, del retraso en el

diagnostico y del tiempo de evolucion.
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4.1.3.2.3. MANIFESTACIONES LINFOPROLIFERATIVAS

En 16 de 41 pacientes (39%) se detectd esplenomegalia en el TAC toraco-abdominal,
tabla 4.3. De éstos, 11 pacientes pertenecieron al grupo BMO, 4 al grupo BM1, y 1
al grupo MB2, (p<0,05). Es decir, la esplenomegalia se detect6 en el 61% (11/18) de
pacientes del grupo BMO, en el 25% (4/16) del grupo BM1 y en el 14% (1/7) del
grupo BM2, p<0,05.

Se objetivaron linfadenopatias en el TAC toraco-abdominal en 15 de 41 pacientes
(37%), tabla 4.3. De éstos, 11 pacientes pertenecieron al grupo BMO y 4 al grupo
BM1, (p<0,01). Es decir, la presencia de linfadenopatias se detectdo en el 61%
(11/18) de pacientes del grupo BMO, en el 25% (4/16) del grupo BM1 y en el 0%
(0/7) del grupo BM2, p<0,05.

Las manifestaciones linfoproliferativas (esplenomegalia y/o aumento de ganglios
linfaticos) se evidenciaron en el 78% (14/18) de pacientes del grupo BMO, en el 31%
(5/16) del grupo BM1y en el 14% (1/7) del grupo BM2, p<0,005.

Los pacientes del grupo BMO presentaron manifestaciones linfoproliferativas

con una mayor frecuencia (p<0,005).

4.1.3.2.4. MANIFESTACIONES AUTOINMUNES

Al momento del diagnostico y/o a lo largo del seguimiento clinico, 17 (41%)
pacientes presentaron patologia autoinmune, tabla 4.3. De éstos, 10 pacientes
pertenecieron al grupo BMO, 6 al grupo BM1, y 1 al grupo MB2. La patologia
autoinmune se diagnostico en el 55% (10/18) de pacientes del grupo BMO, en el
38% (6/16) del grupo BM1y en el 14% (1/7) del grupo BM2, (p=0,1).

Las manifestaciones més frecuentes fueron citopenias, afectando a 8 pacientes; 5
del grupo BMO y 3 del grupo BM1. (Nota: La anemia perniciosa no fue incluida en
este recuento, ya que esta citopenia no es consecuencia de anticuerpos dirigidos

frente a autoantigenos de las células hematol6gicas.) En el momento del estudio,
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los pacientes estaban en remisién clinica y ningun paciente recibia tratamiento

inmunosupresor.

Las diferencias de frecuencia de los procesos autoinmunes en el grupo BMO,

BM1y BM2 no fueron estadisticamente significativas, (p=0,1).

4.1.3.3. DATOS INMUNOLOGICOS DE PACIENTES CON IDVC

En la tabla 4.5. se resumen los datos inmunol6gicos analizados en 41 pacientes con
IDVC incluidos en el estudio. Entre los datos mas relevantes destaca la presencia
de niveles indetectables de la IgA y/o IgM en 29 (71%) de pacientes, 14 del grupo
BMO (14/18, 77%), 14 del grupo BM1 (14/16, 88%) y uno del grupo BM2 (1/7, 14%),
(p<0,001).

El porcentaje y/o numero absoluto de linfocitos CD3+ estaba disminuido en 7
pacientes, el de CD4+ en 11, el de CD19+ en 8 y el de NK en 11. El porcentaje y/o
namero absoluto de linfocitos T CD8+ estaba aumentado en 8 pacientes. Hubo
inversion de cociente CD4+/CD8+ en 5 pacientes. Al menos una de estas
alteraciones linfocitarias descritas estuvo presente en el 72% (13/18), 44% (7/16) y
29% (2/7) de pacientes del grupo BMO, BM1 y BM2, respectivamente, sin

diferencias significativas (p=0,1). .

La funcién linfocitaria valorada mediante la cuantificaciéon de los linfocitos T que
expresaron el CD69 tras la estimulacién con anti-CD3 se realiz6 en 16 de 18
pacientes del grupo BMO, en 14 de 16 pacientes del BM1 y en 5 de 7 del grupo
BM2. El 69% (11/16) de pacientes del grupo BMO, el 50% (7/14) del grupo BM1 y el
60% (3/5) del grupo BM2 presentaron una baja respuesta a estimulacion de las
células T CD4+ con anti-CD3. Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al comparar los valores medios de células T activadas, CD4+HLA-DR+

y CD8+HLA-DR+, entre los grupos BM de pacientes, tabla 4.5.

Diez pacientes presentaron linfopenia, 6 leucocitosis y 5 plaguetopenia, tabla 4.5.
En 18 pacientes se encontraron valores de hemoglobina por debajo de los limites
normales, que junto con el volumen corpuscular medio de eritrocitos disminuido,
indica la presencia de una anemia microcitica ferropénica (datos no mostrados) que

se encuentra en los cuadros inflamatorios crénicos. El 50% de los pacientes del
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grupo BMO y del BM1 pero ninguno del grupo BM2 presentaron estos rasgos de
anemia microcitica. El 72% (13/18) de pacientes del grupo BMO, el 50% (8/16) del
grupo BM1 y el 43% (3/7) del grupo BM2 presentd algunas de las alteraciones en el

hemograma descritas.

Las alteraciones linfocitarias analizadas fueron mas frecuentes en los
pacientes del grupo BMO y BM1 pero sin diferencias estadisticamente
sigificativas comparado con el grupo BM2 (p<0,1). Valores indetectables de
IgA, IgM, leucocitosis, linfopenia y rasgos de anemia microcitica se limitaron, a

excepcion de un caso, alos grupos BMOy BM1.

4.1.3.4. CARACTERIZACION CLINICA E INMUNOLOGICA DE LOS
PACIENTES CON IDVC CLASIFICADOS EN GRUPOS BM- RESUMEN

El grupo de pacientes con ausencia de LB de memoria, grupo BMO, present6 la
patologia clinica méas grave. El 89% de estos pacientes presentaron
bronquiectasias, acompafiadas de expectoracién habitual en mas de la mitad de los
casos (56%). En el 50% (9/18) de los pacientes se evidencié la enfermedad
pulmonar crénica (EPC), definida como una disminucion de la CVF y/o la VEMS por
debajo del 80% del valor teérico establecido por Roca y colaboradores® en
presencia de bronquiectasias. El 61% presentaron clinica digestiva en el momento
del diagndstico y el 50% desarrollaron sindrome de malabsorcion o diarrea cronica
con repercusién importante en el estado general. La patologia autoinmune se
diagnosticé en el 55% y las manifestaciones linfoproliferativas se objetivaron en el

78% de los pacientes de este grupo.

En cuanto al fenotipo inmunolégico, en el 77% de pacientes del grupo BMO se
detectod déficit de IgA y/o déficit de IgM. El 72% de pacientes presentaron alguna
alteracion celular estudiada: la disminuciéon del porcentaje y/o nimero absoluto de
los linfocitos CD3+ se encontré en 5 pacientes, de los CD4+ en 6, de los CD19+ en
4, de las NK en 7 y un aumento del porcentaje y/o niumero absoluto de los CD8+ en
5 de los 18 pacientes de este grupo. Ademas, en el 72% (13/18) de pacientes de
este grupo se hallaron alteraciones en el hemograma (linfopenia, leucocitosis,

plaguetopenia, anemia ferropenica).
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Tabla 4.5.

Datos inmunolégicos de pacientes con IDVC
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& 3 o o o © 0 o Qa 0 o o ® o 3 o o @ 9! g g
i © 0G5 8 O 3 £ ultiget | uitigs2 | uitiges | (mgrdL) | (mgrdy) | (mordL)
Grupo
BMO
1 44/V 3100 2170 70 | 1023 33 868 28 12 527 17 341 11 19 43 79 54 34 538 <7 77 7500 231 128 541 214 21 560 116 90
2 40/V 1000 660 66 450 45 190 19 24 120 12 200 20 10 25 91 35 20 846 <7 10 5500 209 135 607 231 103 513 33 162
3 18/V 1400 1064 76 | 700 50 322 23 22 210 15 8 6 | 6 25 90 65 50 776 308 33 8300 323 123 nh nh nh 247 5 88
4 44M 2600 2340 90 | 598 23 1768 68 03 182 7 52 2 | 8 67 77 36 48 663 <7 <5 6200 315 115 340 313 6 88 23 <5
5 42/M 4100 2501 61 861 21 1599 39 0,5 123 3 [18531m=3 45 71 78 48 66 443 <7 11 11200 547 8,3 430 172 20 200 60 8
6 53/M 900 639 71 270 30 342 38 0,8 135 15 117 13 16 32 nd nd nd 972 23 35 4700 260 13 775 216 15 252 37 8
7 15/M 3300 2706 82 | 2112 | 64 594 18 36 462 14 99 3 A7 11 61 31 32 660 14 59 11400 327 143 466 178 43 288 52 95
8 28/V 2000 1580 79 860 43 620 31 14 240 12 180 9 10 9 89 61 48 683 <7 46 6600 193 13,9 287 214 5 88 23 <5
9 34/V 1600 1424 89 768 48 592 37 13 64 4 80 5 B3] 9 nd nd nd 687 <7 <10 7700 208 145 353 187 33 ND ND ND
10 23/M 800 536 67 240 30 264 33 0,9 48 6 208 26 9 29 87 31 42 797 <7 <10 6200 214 134 613 205 16 ND ND ND
11 24/M 3300 2376 72 | 957 29 1386 42 07 594 18 297 9 45 27 8 56 61 688 <7 16 12800 226 158 272 185 23 122 5 9
12 16/M 1200 960 80 576 48 348 29 1,7 108 9 108 9 12 | 22 69 36 33 725 <7 <10 5000 146 133 262 241 7 ND ND ND
13 25/V 3500 2905 83 665 19 2030 58 0,3 385 11 140 4 46 41 86 45 43 729 <7 <10 9000 265 143 413 206 13 103 5 49
14 21/V 2600 2158 83 | 1274 49 598 23 21 312 12 130 5 6 8 91 40 42 415 <7 <10 11400 249 154 nh nh nh 177 170 7
15  61/M 900 666 74 | 495 55 171 19 29 171 19 54 6 7 17 8 20 31 894 77 90 5100 181 12 nh nh nh 419 59 21
16  54/M 1242 1018 82 | 435 35 559 45 08 87 7 124 10 3 8 76 32 24 591 23 <10 3270 103 13 396 181 10 ND ND ND
17 51/M 800 640 80 440 55 184 23 2,4 96 12 64 8 17 28 86 43 36 600 23 <10 5100 201 11,9 277 281 5 170 46 11
18 38/M 1700 1241 73 884 52 306 18 2,9 272 16 153 9 16 9 92 34 33 721 <7 21 5600 262 12,7 376 178 17 ND ND ND
media 31V/38 2002 1532 77 756 41 708 33 1,6 230 12 210 10 20 31 74 37 36 690 7365 248 13,1
Grupo
BM1
19 19V 1000 710 71 74307 43 200 20 22 180 18 9 9 6 9 95 35 31 537 <7 <10 5300 224 162 165 136 10 80 39 14
20  21/M 2100 1659 79 | 1197 57 441 21 27 815 15 105 5 5 9 8 51 40 497 <7 16 11700 292 12,4 240 114 12 244 44 39
21 25/V 1000 730 73 400 40 490 49 0,8 80 8 130 13 nd nd 79 47 38 550 <7 <10 6600 149 13 268 144 9 185 67 23
22 20/V 2400 1632 68 | 1104 46 456 19 24 408 17 288 12 6 13 85 61 57 449 17 12 8000 202 144 342 86 5 352 5] <5
23 45/M 2000 1520 76 | 880 | 44 580 29 15 220 11 200 10 4 | 6 44 68 76 413 <7 46 9100 509 89 194 191 5 151 %6 <5
24 56/V 2100 1449 69 | 399 19 987 47 04 273 13 336 16 19 30 68 26 39 695 <7 <10 10000 243 123 611 210 28 ND ND ND
25 33/M 1500 1125 75 495 33 585 39 0,8 180 12 135 9 14 49 80 56 56 334 <7 30 4900 232 8,7 181 104 6 130 5 9
26 63/M 800 560 70 296 37 224 28 13 168 21 64 8 20 28 nd nd nd 992 <7 <10 3300 77 12,4 531 242 28 209 23 <5
27 6LV 2400 1512 63 | 624 | 26 744 31 08 216 9 600 25 nd nd 51 32 27 669 </ 45 9730 252 13,1 468 187 74 146 73 27
28  44/V 1500 1275 85 | 645 43 570 38 11 75 5 135 9 20 51 91 53 42 863 <7 10 5800 199 143 630 179 26 168 11 <5
29 58/V 1510 1208 80 725 48 483 32 15 121 8 181 12 37 52 88 30 37 542 <7 48 5650 186 15 nh nh nh ND ND ND
30 33/V 1600 1152 72 672 42 416 26 16 176 11 256 16 nd nd nd nd nd 508 <7 <10 7900 193 14,1 210 208 27 ND ND ND
31 44/M 1600 1136 71 | 688 | 43 384 24 18 176 11 256 16 8 5 86 68 56 903 277 138 8400 292 123 662 243 31 381 10 22
32 38/M 2000 1520 76 740 37 800 40 0,9 220 11 240 12 7 28 95 43 52 696 <7 <10 5400 184 132 291 261 5 75 40 <5
33 64/V 700 637 91 315 45 294 42 11 42 6 14 2 38 45 78 28 31 499 <7 <10 2200 87 12,2 200 248 <5 200 248 <5
34 25/M 2900 2320 80 | 1131 39 1102 38 1,0 435 15 116 4 12 | 14 92 45 40 610 <7 52 9300 186 13,2 289 203 <5 348 5 12
media  42V/40 1694 1259 75 671 40 547 33 1,4 205 12 197 11 12 21 70 40 39 610 7080 219 12,9
Grupo
BM2
35 14/V 2900 2204 76 | 1450 50 696 24 21 406 14 232 8 4 8 95 65 59 689 21 55 6000 234 138 376 198 16 309 45 21
36 18/V 2200 1826 83 | 1166 53 506 23 23 154 7 176 8 6 11 97 65 58 611 24 20 5900 186 14,6 204 100 9 290 60 34
37 53V 1210 871 72 | 598 | 49 290 24 20 169 14 8 7 21 |33 86 44 42 687 35 40 4120 145 15 nh nh nh 281 83 5
38 30/M 2210 1790 81 | 1260 57 508 23 25 243 11 133 6 nd nd 76 42 33 635 85 98 6680 139 13,6 301 153 15 275 128 44
39 50/M 1370 1123 82 452 33 534 39 0,8 55 4 178 13 18 37 nd nd nd 621 <7 16 5910 180 129 424 218 9 ND ND ND
40 34/V 1600 1216 76 800 50 352 22 23 208 13 96 6 nd nd 85 39 39 667 59 38 5200 264 158 416 257 13 75 16 8
41 28/V_1800 1134 63 | 666 37 414 23 16 378 21 234 13 | 7 |14 87 58 43 566 81 16 6300 173 151 334 190 29 280 34 32
media  29V/40 1899 1452 76 912 47 472 25 1,9 230 12 162 9 8 15 75 45 39 639 5730 189 14,4
Todos
media  25/34M 1700 76 43 29 12 9 13 26 86 44 41 663 6975 227 132

Nota : Datos inmunolgicosos, en el momento del estudio, de los pacientes con IDVC. Los valores escritos en rojo y en violeta indican valor por debajo y por encima,

respectivamente, del rango de la normalidad para la edad, nd: datos no disponibles.



-RESULTADOS-

El siguiente grupo méas afecto fue el grupo BM1. Este grupo tenia células B de
memoria pero éstas no efectuaron el cambio de isotipo. El 69% (11/16) de estos
pacientes presentd bronquiectasias, acompafiadas de expectoracion en el 19% de
los pacientes. En el 13% de los pacientes se evidencié la enfermedad pulmonar
cronica (EPC). El 37% de los pacientes presento clinica digestiva en el momento del
diagnéstico y el 19% desarrolld6 un sindrome de malabsorcién. Los procesos
autoinmunes afectaron al 37% y las manifestaciones linfoproliferativas al 31% de

pacientes de este grupo.

El 75% de pacientes del grupo BM1 cursé con déficit de IgA y/o déficit de IgM. El
44% de los pacientes presentaron alguna alteracion celular estudiada: disminucion
del porcentaje y/o numero absoluto de los linfocitos CD3+ se encontré en 2
pacientes, de los CD4+ en 5, de los CD19+ en 3, de las NK en 3 y un aumento del
porcentaje y/o nimero absoluto de los CD8+ en 3 de los 16 pacientes de este grupo.
Ademas, en el 50% (8/16) de pacientes de este grupo se hallaron alteraciones en el

hemograma (linfopenia, leucocitosis, plaquetopenia, anemia ferropenica).

Los pacientes con el fenotipo de LB de memoria menos alterado formaron el tercer
grupo. La proporcién de los LB de memoria totales y los con cambio de isotipo en el
grupo BM2 fue similar a la del grupo control. El fenotipo clinico fue también mas
leve. Los pacientes de este grupo no presentaron bronquiectasias ni desarrollaron
sindrome de malabsorcion. Se detect6 enfermedad autoinmune y esplenomegalia
en un soOlo paciente de este grupo, otro presenté déficit de IgA, junto con una
disminucion de los linfocitos CD19+ y disminucion de los valores de hemoglobina,
otro presentd una disminucion de las células NK, leucopenia y plaquetopenia.

Plaguetopenia se evidencié también en un otro paciente de este grupo, tabla 4.5.
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4.2. ESTUDIO DE MBL EN EL GRUPO DE RECIEN NACIDOS

4.2.1. CARACTERIZACION DEL METODO DE ELISA PARA LA
CONCENTRACION DE MBL PROTEICA

4.2.1.1. SENSIBILIDAD DEL METODO

Se mididé la concentracion plasmatica de MBL proteica en la sangre de corddn
umbilical de 423 RN. EIl limite de deteccion de la técnica se calculdé a partir de la
media + 3DS de 8 blancos y fue de 13ng/ml. Para el calculo estadistico, a todos los
resultados obtenidos por debajo de este limite se les atribuy6 el valor de 13ng/ml. El

97,6% de las muestras dieron resultados por encima de este limite de deteccion.

Aplicando la prueba de Kolmogorov Smirnov se demostrd que la distribucion de los
valores no siguié una distribucion normal. Los valores obtenidos oscilaron entre
13ng/ml y 4053ng/ml. La media y la mediana de las concentraciones fueron
1644ng/ml y 2050ng/ml respectivamente, con una desviacion estandar (DE) de
964ng/ml. Diecisiete muestras (4,01%) dieron una lectura por debajo de 100ng/ml,
100 muestras (23,64%) dieron una lectura entre 100ng/ml y 1000ng/ml, y 306

muestras (72,34%) dieron una lectura por encima de 1000ng/ml.

4.2.1.2. COEFICIENTE DE VARIACION INTRAENSAYO E INTERENSAYO

El coeficiente de variaciéon (CV) intraensayo para la MBL proteica, calculado a partir
de los duplicados de las muestras fue 2,61%, inferior al valor generalmente

aceptado para este tipo de ensayos (8%).

El coeficiente de variacion (CV) interensayo para la MBL proteica calculado a partir
de los valores de 2 sueros de diferente concentracion, analizados en 6 ensayos se
muestra en la tabla 4.6. El CV interensayo para ambas muestras testadas fue

inferior al 18%, valor generalmente aceptado para este tipo de ensayos.
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Tabla 4.6. Coeficiente de variacion interensayo para la MBL proteica

Muestra N° 1 Muestra N° 2

Media + DE (ng/ml) 105 +8.2 1072 £ 67
Rango (ng/ml) 94 -114 994 - 1172
CV* (%) 7.8 6.2

*CV coeficiente de variacion

4.2.2. CARACTERIZACION DEL METODO DE ELISA PARA LA
CONCENTRACION DE MBL FUNCIONAL

4.2.2.1. SENSIBILIDAD DEL METODO

Se midié la concentracion plasmatica de MBL funcional en la sangre de cordon
umbilical de 423 RN. EIl limite de deteccion de la técnica calculado a partir de la
media + 3DS de 8 blancos fue de 24ng/ml. Para el célculo estadistico, a todos los
resultados obtenidos por debajo de este limite se le atribuy6 el valor de 24ng/ml. El

porcentaje de los resultados por encima del limite de deteccion fue el 96,7%.

Aplicando la prueba de Kolmogorov Smirnov se demostrd que la distribucién de los
valores no siguié una distribucién normal. Los valores obtenidos oscilaron entre
24ng/ml y 7953ng/ml. La media y la mediana de las concentraciones fueron
3099ng/ml y 3527ng/ml respectivamente, con la desviacion estandar (DE) de
2011ng/ml. Veintidés muestras (5,2%) dieron una lectura por debajo de 100 ng/ml,
81 muestras (19,15%) dieron una lectura entre 100ng/ml y 1000ng/ml, y 320

muestras (75,65%) dieron una lectura por encima de 1000 ng/ml.

4.2.2.2. COEFICIENTE DE VARIACION INTRAENSAYO E INTERENSAYO

El coeficiente de variacion (CV) intraensayo para la MBL funcional calculado a partir
de los duplicados de las muestras fue 5,06%, inferior al 8% que es el valor

generalmente aceptado para este tipo de ensayos.
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El coeficiente de variacion (CV) interensayo para la MBL funcional, calculado a parti

r

de los valores de 2 sueros de diferente concentracién, analizados en 6 ensayos se

muestra en la tabla 4.7. El CV interensayo para ambas muestras testadas fue

<18%, el valor generalmente aceptado para este tipo de pruebas.

Tabla 4.7. Coeficiente de variacién interensayo para la MBL funcional

Muestra N° 1 Muestra N° 2

Media + DE (ng/ml) 144 + 25 1162 + 124
Rango (ng/ml) 122 - 176 985- 1292
CV* (%) 15.2 10.7

*CV coeficiente de variacion

4.2.3. CORRELACION ENTRE MBL PROTEICA Y FUNCIONAL

La correlacion entre MBL proteica y MBL funcional, ambas detectadas por u

método de ELISA, calculada mediante el coeficiente de correlacion de Pearson fu

de 0,989, figura 4.5.
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Figura 4.5. Se representan todas las determinaciones de MBL proteica (aqui denominada
oligomérica) (en abscisas) y MBL funcional (en ordenadas) realizadas en sangre de cordon

umbilical de 423 recién nacidos.
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42.4. DATOS GENERALES DE RN Y CONCENTRACION
PLASMATICA DE MBL

Los anadlisis estadisticos demostraron que los niveles de MBL plasmatica, tanto
proteica como funcional, en los 423 RN estudiados no guardaron relacién ni con el
namero de semanas de gestacion ni con el peso de RN al nacer. Tampoco se
observé relacion entre los niveles de MBL plasmatica y el nUmero de cigarrillos que
fumoé la madre a diario durante el embarazo o el hecho de haber sufrido algun
proceso infeccioso leve en el ultimo trimenstre y sobre todo en el dltimo mes de

embarazo (datos no mostrados).

No se observaron diferencias en los niveles de MBL plasmatica entre varones y
mujeres, entre la presencia o no de diabetes gestacional de la madre, y la presencia
o0 no del Streptococcus agalactiae en el cultivo vaginal y/o rectal (datos no

mostrados).

La concentracién plasmatica de MBL proteica y funcional en el grupo de RN
estudiado, no mostrd estar influenciado por los factores individuales aqui

analizados.

4.2.5. CORRELACION ENTRE EL GENOTIPO Y LA CONCENTRACION
PLASMATICA DE MBL

4.2.5.1. SELECCION DE INDIVIDUOS PARA EL ESTUDIO GENOTIPICO

En una primera fase se analiz6 el genotipo de MBL en los primeros 83, del total de
423, recién nacidos incluidos en este estudio. Se observo que, exceptuando un
caso, todos los individuos con el genotipo HYA/HYA o HYA/LYA (28%), presentaban
concentraciones de MBL proteica superiores a 2000ng/ml y concentraciones de
MBL funcional superiores a 3000ng/ml, de forma simultdnea. Por otro lado, esta

condicién no se dio en ningun individuo portador del alelo estructural mutado.
En una segunda fase se realiz6 el estudio genotipico de MBL a individuos escogidos

al azar, de entre todos los RN que presentaron de forma simultanea niveles de MBL

proteica y funcional superiores a 2000ng/ml y 3000ng/ml, respectivamente. Este
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estudio se realizo para confirmar la hip6tesis de que no existen portadores de alelos
estructurales mutados en dicha poblacion, definida segun los valores de la
concentracion de MBL. Esta condicidon se dio en 172 de los 340 RN hasta entonces
no genotipados. De estos 172 RN se escogieron 49 al azar. El andlisis genotipico de
MBL confirmé que todos eran homocigotos para el alelo estructural no mutado (A/A)
y la mayoria (34/49) con la variante del promotor tipo HY. El genotipo HYA/HYA se
detecté en 9 individuos, HYA/LYA en 13 y HYA/LXA en 12. El resto de los 49
individuos tenian los siguientes genotipos: LYA/LYA en 2 individuos, LYA/LXA en 10
y LXA/LXA en 3. No se detectd ningun portador del alelo estructural mutado entre

estos 49 individuos.

Segun los resultados obtenidos, a los RN estudiados con niveles simultaneos
de MBL proteica y funcional superiores a 2000ng/ml y 3000ng/ml,
respectivamente, se les podria considerar como genotipo A/A. Estos RN

fueron excluidos del siguiente estudio genotipico.

4.2,5.2. ESTUDIO GENOTIPICO DE LA MBL EN RN SELECCIONADOS

En total se analizé el genotipo de la MBL en 288 recién nacidos. De éstos, 138
(47,9%) eran homocigotos para el alelo estructural no mutado (A/A), 87 (30,2%)
heterocigotos para el alelo estructural mutado B, 19 (6,6%) heterocigotos para el
alelo estructural mutado C, 34 (11,8%) heterocigotos para el alelo estructural
mutado D y 10 (3,4%) eran homocigotos O/O para el alelo estructural mutado B, C o
D: cuatro eran B/B, tres B/D, dos B/C y uno D/D.

En la figura 4.6. se muestra la representacion grafica de los parametros estadisticos

descriptivos de la determinacion de MBL proteica y funcional en los diferentes

genotipos estructurales del gen de la MBL.
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Figura 4.6. Representacion gréfica de la determinacién de MBL proteica (denominada aqui
oligomérica) (a) y funcional (b) en los diferentes genotipos estructurales del gen de la MBL:
individuos homocigotos A/A, heterocigotos A/D, A/O (A/O incluye los heterocigotos con el
alelo estructural mutado B y C) y homocigotos O/O (donde la O es cualquiera de los alelos
estructurales mutados B, C, o D).

Los niveles de MBL proteica y funcional fueron significativamente més altos en los
individuos A/A, seguidos de los A/D, con niveles significativamente mas altos que en
los individuos A/O (A/O incluye los heterocigotos con el alelo estructural mutado B y
C), p<0,0001. Todos los individuos O/O tuvieron tanto los niveles de MBL proteica

como y funcional indetectables o en el limite de la sensibilidad de la técnica.

Existe solapamiento tanto en niveles de MBL proteica como funcional entre los
heterocigotos A/D y los homocigotos A/A y entre los heterocigotos A/O y A/D. Este
solapamiento se podria explicar, en parte, con la presencia de diferentes variantes
del promotor, asi que analizamos los homaocigotos A/A y los heterocigotos A/O y A/D

segun el tipo del promotor asociado.

En total se identificaron 25 diferentes genotipos de la MBL (tabla 4.8.). Los alelos
P/Q no parecen tener repercusion sobre los niveles plasmaticos de la MBL®® igual
que los haplotipos que acompafian al alelo polimérfico ,O“. Por tanto, para el estudio
estadistico, los genotipos identificados se abreviaron obviando la variante del
promotor del gen de la MBL P/Q, y en los heterocigotos A/O, obviando el haplotipo
gue acompafiaba al alelo polimorfico ,O“. Asi se consiguié reducir los diferentes
genotipos de la MBL de 25 al total de 13.
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En las tablas 4.8. y 4.9. se resumen los parametros estadisticos descriptivos de la
determinacion de MBL proteica y funcional en los diferentes genotipos de la MBL en
los 288 RN analizados.

Tabla 4.8. Concentracién de MBL proteica (media, mediana, desviaciéon estandar (DE) y valores del
percentil 5 y 95) correspondiente a los diferentes genotipos del gen de la MBL (MBL2) detectados en
una muestra de 288 recién nacidos.

G&né’lfg’o G&néﬁ'zpo G&néﬁ'zpo MBL proteica (ng/ml) : .
estructural abreviado* completo n Media | Mediana DE Per(():gntll PergSentll
AIA HYA/HYA  HYPA/HYPA 25 2382 2401 446 1530 2972
n=138 HYA/LYA  HYPA/LYPA 5 2271 2326 157 2049 2454

HYPA/LYQA 23 2350 2330 234 1830 2599
HYA/LXA  HYPA/LXPA 31 2283 2293 317 1719 2792
LYA/LYA LYPA/LYPA 1 2409 2409 2409 2409
LYPA/LYQA 1 2180 2180 2180 2180
LYQA/LYQA 4 2295 2338 102 2144 2361
LYA/LXA LYPA/LXPA 4 2116 2149 368 1693 2474
LYQA/LXPA 27 1961 1986 349 1437 2426
LXA/LXA LXPA/LXPA 17 1856 1844 301 1347 2604
A/D HYA/D HYPD/HYPA 10 1764 1768 107 1609 1905
n=34 LYA/D HYPD/LYPA 3 1545 1545 63 1482 1607
HYPD/LYQA 11 1064 1100 219 633 1365
LXA/D HYPD/LXPA 10 779 716 242 536 1256

A/O** HYA/O LYPB/HYPA 36 606 571 180 341 916
n =106 LYQC/HYPA 7 635 656 274 176 1030
LYA/O LYPB/LYPA 7 359 501 211 110 565

LYPB/LYQA 27 226 210 109 93 540

LYQC/LYQA 9 310 339 46 233 351

LXA/O LYPB/LXPA 17 79 72 35 19 177

LYQC/LXPA 3 91 92 22 69 112

O/O*** O/0 HYPD/HYPD 1 13 13 13 13

n=10 LYPB/HYPD 3 13 13 0 13 13

LYPB/LYPB 4 13 13 0 13 13

LYPB/LYQC 2 13 13 0 13 13

*Para el genotipo abreviado no se tuvieron en cuenta las variantes del promotor P/Q.

**[_os heterocigotos A/O agrupan los A/B y los A/C. Los heterocigotos A/D se muestran y se analizan
por separado. En los heterocigotos A/O, el genotipo abreviado indica el haplotipo del promotor
asociado al alelo estructural no mutado.

*** | os homosigotos O/O agrupan los individuos con cualquier combinacion de los alelos mutados B, C,
oD.
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Tabla 4.9. Concentracion de MBL funcional (media, mediana, desviaciéon estandar (DE) y valores del
percentil 5 y 95) correspondiente a los diferentes genotipos del gen de la MBL (MBL2) detectados en
una muestra de poblacién de recién nacidos.

Genotipo Genotipo Genotipo MBL funcional (ng/ml)

MBL2 MBL2 MBL2 . -
estructural abreviado* completo n Media | Mediana DE Per(():g ntil Pergg ntil
AIA HYA/HYA HYPA/HYPA 25 4751 4664 1418 2557 7251
n =138 HYA/LYA  HYPA/LYPA 5 4814 5067 1659 2981 7202

HYPA/LYQA 23 4603 4689 1086 2995 6818
HYA/LXA  HYPA/LXPA 31 4442 4284 1292 2891 7049
LYA/LYA  LYPA/LYPA 1 3896 3896 3896 3896
LYPA/LYQA 1 3618 3618 3618 3618
LYQA/LYQA 4 4603 4634 1341 2933 6211
LYA/LXA  LYPA/LXPA 4 4163 3354 1896 2964 6980
LYQA/LXPA 27 3640 3466 1013 1984 5386
LXA/LXA  LXPA/LXPA 17 2998 3043 816 1622 4394
A/ID HYA/D HYPD/HYPA 10 2889 2370 1146 1535 5045
n=34 LYA/D HYPD/LYPA 3 2734 2563 421 2425 3213
HYPD/LYQA 11 1735 1862 467 1059 2281
LXA/D HYPD/LXPA 10 1163 1119 382 609 1921
AIO** HYA/O LYPB/HYPA 36 941 855 380 469 1826
n =106 LYQC/HYPA 7 835 889 290 312 1237
LYA/O LYPB/LYPA 7 596 696 381 189 1044

LYPB/LYQA 27 340 313 179 164 657

LYQC/LYQA 9 464 454 96 329 571

LXA/O LYPB/LXPA 17 89 77 60 24 250

LYQC/LXPA 3 127 88 93 60 234

O/O*** 0O/O HYPD/HYPD 1 24 24 24 24

n =10 LYPB/HYPD 3 24 24 0 24 24

LYPB/LYPB 4 24 24 0 24 24

LYPB/LYQC 2 24 24 0 24 24

*Para el genotipo abreviado no se tuvieron en cuenta las variantes del promotor P/Q.

**[_os heterocigotos A/O agrupan los A/B y los A/C. Los heterocigotos A/D se muestran y se analizan
por separado. En los heterocigotos A/O, el genotipo abreviado indica el haplotipo del promotor
asociado al alelo estructural no mutado.

*** | 0s homosigotos O/O agrupan los individuos con cualquier combinacién de los alelos mutados B, C,
oD.

En la figura 4.7. se muestra la representacion gréfica de la determinacién de MBL
proteica y funcional en los diferentes genotipos de la MBL abreviados segun se
indica en las tablas 4.8. y 4.9.
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Figura 4.7. Representacion grafica de la determinacion de MBL proteica (aqui
denominada oligomérica) (a) y funcional (b) en los diferentes genotipos del gen de
la MBL (MBL2) abreviados. Para ver los genotipos MBL2 concretos, incluidos en
cada uno de los genotipos abreviados, consultar “Genotipo MBL2 abreviado” en la
taba 4.8. 0 4.9.
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No hubo diferencias estadisticamente significativas en los valores de MBL proteica y
funcional entre los homocigotos A/A con el genotipo de la MBL que contenia el
haplotipo HYA: individuos HYA/HYA, HYA/LYA, HYA/LXA. En cuanto al resto de los
homaocigotos A/A, individuos con el genotipo LYA/LYA tenian niveles tanto de MBL
proteica como funcional comparables con los obtenidos en los individuos con el
haplotipo HYA y significativamente mas altos comparado con los LYA/LXA y
LXA/LXA, (p<0,01). Los individuos LXA/LXA tenian niveles de MBL proteica
comparables con los LYA/LXA (p=0,17), mientras que los niveles de MBL funcional

eran significativamente mas bajos, (p<0,03).

El solapamiento en los valores de MBL proteica y funcional entre los individuos A/A
y A/D se debi6 fundamentalmente a los valores presentes en los individuos A/D con
la variante del promotor HY (individuos HYA/D). Los niveles de MBL proteica y
funcional en estos individuos fueron comparables con los obtenidos en los LXA/LXA.
Igual que los individuos LXA/LXA, los HYA/D tenian niveles de MBL proteica
comparables con los LYA/LXA (p=0,07), mientras que los niveles de MBL funcional

eran significativamente mas bajos, (p<0,03).

El solapamiento de los valores de MBL proteica y funcional entre los individuos A/D
y A/O se debié fundamentalmente a los valores presentes en los individuos LXA/D.
Los niveles de MBL proteica y funcional fueron en éstos individuos
significativamente mas bajos que en los A/D con el haplotipo LYA (individuos
LYA/D), (p<0,003) y fueron comparables con valores en los individuos A/O con el
genotipo HYA/O (p=0,06). Los individuos LYA/D tenian valores de MBL proteica y
funcional significativamente mas bajos que los HYA/D (p<0,03) y més altos que los
LXA/D, (p<0,003).

En cuanto a los A/O, los individuos con el haplotipo HYA tenian niveles de MBL
proteica y funcional significativamente mas altos que los individuos con el haplotipo
LYA (p<0,00001) y éstos a su ves niveles significativamente mas altos que los LXA,
(p<0,00001).

En los homocigotos A/A, Ilos niveles de MBL proteica fueron
significativamente mas altos en los individuos con cualquiera de las diferentes
combinaciones de la variante del promotor HY (HY/HY, HY/LY, HY/LX) y con el
promotor de tipo LY/LY comparados con los individuos con el promotor tipo
LY/LX o LX/ILX, (p<0,00001). Los niveles de MBL funcional fueron
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significativamente mas bajos en los individuos con el genotipo del promotor
LX/LX, (p<0,00001).

En los heterocigotos A/D, los niveles de MBL proteica y funcional fueron
significativamente mas altos en los individuos con el haplotipo HYA
comparados con los individuos con el haplotipo LYA o LXA, (p<0,003). Los
individuos A/D con el haplotipo HYA, tenian niveles de MBL proteica
comparables con los homocigotos A/A con el genotipo LYA/LXA y LXA/LXA'y
los niveles de MBL funcional comparables con los individuos A/A con el
genotipo LXA/LXA.

En los individuos A/O, los niveles de MBL proteica y funcional fueron
significativamente maéas altos en los individuos con el genotipo HYA/O
comparados con los individuos con el genotipo LYA/O o LXA/O, (p<0,00001).
Los individuos con el genotipo HYA/O tenian niveles de MBL proteica y
funcional comparables con los heterocigotos A/D con el haplotipo LXA (los
individuos LXA/D).

4.2.5.3. GRUPOS DE GENOTIPOS DE LA MBL SEGUN LOS NIVELES DE
MBL PLASMATICA

Las comparaciones multiples de las concentraciones de MBL proteica y funcional
correspondientes a los diferentes genotipos MBL2 estudiados en los 288 recién

nacidos permitieron agrupar a los individuos en:

1.- PRODUCTORES DE MBL CON VALORES INTERMEDIOS — ALTOS

En este grupo se incluyeron los individuos con los siguientes genotipos MBL2: todos
los A/A y de los A/D los genotipos HYA/D y LYA/D. Estos condicionaron en sus

portadores niveles intermedios — altos de MBL proteica y funcional.

2.- PRODUCTORES DE MBL CON VALORES INTERMEDIOS

En este grupo se incluyeron los individuos A/D con el genotipo LXA/D y los A/O con
el genotipo HYA/O o LYA/O. Estos genotipos condicionaron niveles intermedios de

MBL proteica y funcional.
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3.- PRODUCTORES DE MBL CON VALORES BAJOS

En este grupo se incluyeron los individuos A/O con el genotipo LXA/O y todos los

O/O. Estos genotipos condicionaron niveles bajos de MBL proteica y funcional.

En la figura 4.8. se muestra la representacién grafica y en la tabla 4.10. se resumen
los parametros estadisticos descriptivos de MBL proteica y funcional
correspondiente a los productores de MBL con valores bajos, intermedios e

intermedios — altos en la poblacion de 288 RN estudiados.
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Figura 4.8. Representacion grafica de valores de MBL proteica (aqui denominada oligomérica)
(3a) y funcional (3b) en los diferentes genotipos MBL2 agrupados segun la producciéon de MBL
en oroductores de MBL con valores baios. intermedios e intermedios- altos.

Para establecer el valor limite superior de concentracion de MBL para los
productores bajos, se tomé el valor correspondiente al percentil 95 obtenido en los
individuos con el genotipo de este grupo de productores. Este valor fue 112 ng/ml
para MBL proteica y 234 ng/ml para MBL funcional, (tabla 4.10.). En base a este
criterio, sélo uno de los 30 individuos del grupo de productores de MBL con niveles
bajos presentd un valor de MBL proteica inferior a 112 ng/ml y tres de 96 individuos

del grupo de productores de MBL con niveles intermedios presentaron valores
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inferiores a dicho valor limite. El solapamiento de valores de concentraciones de

MBL proteica entre estos dos grupos fue del 3% (4/126)

Para MBL funcional, s6lo uno de los 30 individuos del grupo de productores de MBL
con niveles bajos presentd un valor de MBL funcional inferior a 234 ng/ml y doce de
96 individuos del grupo de productores de MBL con niveles intermedios presentaron
valores inferiores a dicho valor limite. El solapamiento de valores de

concentraciones de MBL funcional entre estos dos grupos fue del 9,5% (13/126).

Tabla 4.10. Concentracién de MBL proteica (arriba) y funcional (abajo) obtenidos en 288 RN. Se
muestran valores de media, mediana, desviacion estandar (DE) y valores del percentil 5y 95.

PRODUCTORES DE MBL proteica (ng/ml)

MBL n Media Mediana DE Percentil 5 Percentil 95
Bajos 30 58 62 42 13 112
Intermedios 96 473 475 260 137 920
Intermedios - Altos 162 2077 2179 466 1187 2750
PRODUCTORES DE MBL funcional (ng/ml)

MBL n Media Mediana DE Percentil 5 Percentil 95
Bajos 30 71 53 62 24 234
Intermedios 96 718 658 424 214 1479
Intermedios - Altos 162 3916 3693 1431 1871 6602

Para establecer el valor limite superior de concentracion de MBL para los
productores intermedios se ha tomado la media + 2DE de los valores de MBL
proteica y funcional obtenida en este grupo de individuos. Fue el 993 ng/ml para la
MBL proteica y 1566 ng/ml para la MBL funcional. En base a este criterio, solo
cuatro de los 96 individuos del grupo de los productores de MBL con valores
intermedios tenian valores de MBL proteica superior a 993 ng/ml y tres de 162
individuos del grupo de productores de MBL con valores intermedios-altos
presentaron valores inferiores a dicho valor limite. El solapamiento de valores de

concentraciones de MBL proteica entre estos dos grupos fue del 2,7% (7/258)

Para la MBL funcional, tres de los 96 individuos del grupo de los productores de

MBL con valores intermedios tenian valores de MBL funcional superior a 1566 ng/ml
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y cinco de los 162 individuos del grupo de productores de MBL con valores
intermedios-altos presentaron valores inferiores a dicho valor limite. El solapamiento
de valores de concentraciones de MBL funcional entre estos dos grupos fue del
3,1% (8/258)

Los resultados apoyan la posibilidad de subdividir a los diferentes genotipos
de la MBL en tres grupos diferenciados basandose en la concentracién de
MBL proteica o funcional. Los genotipos O/O y LXA/O condicionaron niveles
de MBL plasméatica mas bajos. Los genotipos LYA/O, HYA/O y LXA/D
condicionaron niveles de MBL plasmatica intermedios. El resto de los
genotipos estudiados condicionaron niveles de MBL plasmatica intermedios-

altos.
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4.3. ESTUDIO DE MBL EN EL GRUPO DE PACIENTES CON
IDVC Y DIgA

4.3.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE MBL
PROTEICA

Se determind la concentracion de MBL proteica en el plasma de 45 controles, 46
pacientes con Déficit de IgA (DIgA) y 39 pacientes con Inmunodeficiencia Variable
Comdun (IDVC). A todos los resultados obtenidos por debajo del limite de deteccion
se les atribuy6 el valor del limite de sensibilidad de método (13 ng/ml), previamente
calculado. El porcentaje de los valores indetectables en el grupo control fue el 6,6%,

en el de DIgA el 6,5% y en el de IDVC el 2,6%, sin diferencias significativas (p=0,3).
En la tabla 4.11. se resumen los parametros estadisticos descriptivos de

determinacion de MBL proteica en el grupo control y en los pacientes con DIgA e
IDVC.

Tabla 4.11. Datos descriptivos de MBL proteica en grupo control, DIgA y IDVC.

Grupos de estudio
Controles DIgA IDVC
n 45 46 39
) Media 2257 2649 2745
MBE‘nS;r?]tli'ca Desviacién estandar 1669 1704 1825
Mediana 2283 2393 3000
Rango 13 -5307 13- 5930 13- 5396

En la figura 4.9a) se muestra la representacion grafica de determinaciéon de MBL
proteica en las poblaciones estudiadas. Aplicando la prueba de Kolmogorov-
Smirnov se demostré que la distribucion de los valores no sigue una distribucion
normal. No se hallaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
MBL funcional entre los pacientes con DIgA e IDVC; y entre ambos grupos de

pacientes y el grupo control, (p=0,16).
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Figura 4.9. Representacion grafica de determinaciéon de MBL proteica (aqui denominada
oligomérica) (a) y de MBL funcional (b), en las poblaciones estudiadas. Las cajas
representan los cuartiles 1° y 3°, respectivamente y la mediana corresponde a la linea
central.

En los histogramas de la figura 4.10. se representa la distribucion de los valores de
MBL proteica en el grupo control y pacientes con DIgA e IDVC. Estratificando
valores de MBL oligomérica y comparando la frecuencia de intervalos de
concentraciones entre los grupos estudiados, se observé una mayor frecuencia de
valores mas altos en los DIgA e IDVC comparado con el grupo control. En concreto,
encontramos una frecuencia mas alta de los valores superiores a 1000 ng/ml en los
pacientes con DIgA y superiores a 2800 ng/ml en los pacientes con IDVC. Asi, el
83% de los pacientes con DIgA presenta valores superiores a 1000 ng/ml frente al
62% de controles (p<0,03). En cuanto a los pacientes con IDVC, el 56% de ellos
presentan valores de MBL proteica superiores a 2800 ng/ml frente al 33% de

controles (p<0,03).
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MBL PROTEICA EN LAS POBLACIONES ESTUDIADAS
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Figura 4.10 Histogramas de frecuencias de los valores de MBL proteica en los grupos
estudiados.

Estratificando los valores de la concentracion de MBL encontramos
diferencias estadisticamente signficativas para valores superiores a 1000ng/ml
en DIgA y para valores superiores a 2800ng/ml en IDVC, comparado con el

grupo control, (p <0,03).
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4.3.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE MBL
FUNCIONAL

Se determind la concentracién de MBL funcional en el plasma de 29 controles, 46
DIgA y 39 IDVC. A todos los resultados obtenidos por debajo del limite de deteccion
se les atribuyd6 el valor del limite de sensibilidad (24 ng/ml), previamente calculado.
El porcentaje de los valores indetectables en el grupo control fue el 10,3%, en el de
DIgA el 8,6% y en el de IDVC el 10,2%, sin diferencias significativas (p=0,3).

En la tabla 4.12. se resumen los parametros estadisticos descriptivos de

determinacion de MBL funcional en el grupo control y en los pacientes con DIgA e
IDVC.

Tabla 4.12. Datos descriptivos de MBL funcional en grupo control, DIgA y IDVC.

Grupos de estudio
Controles DIgA IDVC
N 29 46 39
MBL Media 3087 3483 3162
funcional Desviacion estandar 1930 1703 1895
(ng/mi) Mediana 3882 4352 4193
Rango 24 - 5236 24 - 5430 24 -5418

En la figura 4.9b) se muestra la representacion grafica de determinacién de MBL
funcional en las poblaciones estudiadas. Aplicando la prueba de Kolmogorov-
Smirnov se demostré que la distribucién de los valores no sigue una distribucion
normal. No se hallaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
MBL funcional entre los pacientes con DIgA e IDVC; y entre ambos grupos de
pacientes y el grupo control, (p=0,63). En los histogramas de la figura 4.11. se
representa la distribucion de los valores de MBL funcional en el grupo control y
pacientes con DIgA e IDVC. Estratificando los valores por intervalos de
concentraciones no se observaron diferencias significaticativas entre los grupos

estudiados
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MBL FUNCIONAL EN LAS POBLACIONES ESTUDIADAS
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Figura 4.11. Histogramas de frecuencias de los valores de MBL funcional en los grupos
estudiados.

No existen diferencias estadisticamente significativas en los valores de MBL

funcional entre los pacientes con DIgA e IDVCy el grupo control .
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4.3.3. CORRELACION ENTRE MBL PROTEICA Y FUNCIONAL

En la figura 4.12. se muestra la representacion gréfica de los valores de MBL
proteica y funcional obtenidos en las poblaciones de estudio. Existe una buena
correlacion entre MBL proteica y MBL funcional tanto en el grupo control (r = 0,923)
como en pacientes con DIgA (r = 0,884) e IDVC (r = 0,947).

Existe una buena correlacién entre MBL proteica y MBL funcional tanto en el

grupo control como en los pacientes con DIgA e IDVC.
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CORRELACION ENTRE MBL PROTEICA Y FUNCIONAL EN LAS
POBLACIONES ESTUDIADAS
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Figura 4.12. La representacion gréafica de todas las determinaciones de MBL en las
poblaciones de estudio. En abscisas se representa MBL proteica y en ordenadas MBL
funcional. Se muestra el coeficiente de correlacion de Pearson entre MBL proteica y
funcional en cada grupo estudiado.
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4.3.4. CONCENTRACION PLASMATICA DE MBL Y
MANIFESTACIONES CLINICAS DE LOS PACIENTES CON IDVC Y
DIgA

4.3.4.1. PACIENTES CON INMUNODEFICIENCIA VARIABLE COMUN

En las tablas 4.13. y 4.14. se resumen los parametros estadisticos descriptivos de
la determinacion de MBL proteica y funcional en los 39 pacientes con IDVC
agrupados segun las manifestaciones clinicas analizadas. Se exponen los datos
sOlo de los grupos con mas de tres pacientes. La nomenclatura coincide con la
utiizada en la tabla 4.3. en las columnas de “Manifestaciones clinicas al

diagnostico” y “Evolucion clinica”.
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Tabla 4.13. Concentraciéon de MBL proteica (mediana y valores del percentil 5 y 95) correspondiente a

los principales grupos de patologias estudiadas en los pacientes con IDVC.

MBL proteica ng/ml

n Mediana Percentil 5 Percentil 95
M_anlfgst._ clinicas al IRR 17 3441 644 5183
Diagnostico
IRR, DR 18 3111 535 5396
Bronquiectasias Si 26 3592 644 5057
No 13 2917 535 5396
Bronquiectasias con 12 3592 644 4434
expectoracion
No 14 3689 550 5095
EPC Si 11 3954 1120 4933
No 23 3000 550 5179
Evolucpn d_e la _ M_alabsorcpn_o 9 3447 907 5095
patologia digestiva Diarreas crénicas
Patolologia 10 4304 644 5179
no digestiva
Nadaen — 18 2917 550 5396
Evolucion clinica’
EAl Citopenias 8 3954 1302 5095
Otras 8 4182 907 5179
Ninglna 23 2917 542 5290
Esplenomegalia .
(TAC) Si 15 4021 1276 5095
No 24 3000 550 5183
Linfadenopatias .
(TAC) Si 12 2941 550 5095
No 27 3441 644 5183
Clasificacién BM BMO 17 4129 535 5095
BM1 16 1685 550 5179
BM2 6 3556 799 5396
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Tabla 4.14. Concentracion de MBL funcional (mediana y valores del percentil 5 y 95) correspondiente a

los principales grupos de las patologias estudiadas en los pacientes con IDVC.

- RESULTADOS -

MBL funcional ng/mi
n Mediana Percentil 5 Percentil 95
Manifest. Clinicas oo 17 3901 840 5418
al Diagnéstico
IRR, DR 18 4435 760 5210
Bronquiectasias Si 26 4555 840 5298
No 13 4081 813 5016
Bronquiectasias 12 4555 840 5418
con expectoracion
No 14 4477 760 5298
EPC Si 11 4589 1053 5298
No 23 4193 813 5092
Evolucpn d_e la _ M_alabsorcpn_o 9 4477 1053 4887
patologia digestiva Diarreas crénicas
Patologia 10 4774 840 5418
no digestiva
Nadaen — 18 3663 760 5208
Evolucion clinica’
EAl Citopenias 8 4435 1053 5298
Otras 8 4590 1725 5039
Ninguna 23 3663 786 5314
Esplenomegalia .
(TAC) Si 15 4521 1053 5210
No 24 3968 813 5298
Linfadenopatias .
(TAC) Si 12 4382 760 5210
No 27 4453 840 5298
Clasificacién BM BMO 17 4581 813 5210
BM1 16 2904 760 5418
BM2 6 4219 1230 5016

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los valores de
MBL proteica y/o funcional en los pacientes con IDVC con diferente fenotipo clinico.
Comparando los valores de MBL proteica y funcional entre los pacientes clasificados
segun los linfocitos B de memoria (clasificacion BM), tampoco se encontraron

diferencias estadisticamente significativas, tabla 4.13. y 4.14.
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los valores
de MBL proteica o funcional en los pacientes con IDVC con diferente

presentacion clinica.

4.3.4.2. PACIENTES CON DEFICIT DE IgA

Se recogieron los datos clinicos de 46 pacientes con DIgA. La patologia infecciosa
respiratoria grave® se hall6 en 9/46 (19,6%), moderada® en 12/46 (26,1%) y
ninguna o leve en los restantes 25/46 pacientes (54,3%). Procesos diarreicos
frecuentes fueron la patologia digestiva mas destacable en 8/46 (17,4%) mientras
que 33/46 pacientes (71,7%) no presentaron ninguna patologia gastrointestinal. El
17,4% (8/46) de pacientes tenian alergia, 5 pacientes a aeroalergenos y tres a
alergenos alimentarios o medicamentosos. La Enfermedad de Crohn se objetivo en
2 y la celiaquia en 5 pacientes. Entre otras enfermedades autoinmunes se hallé la
artritis reumatoide en 4 pacientes, diabetes mellitus insulina-dependiente, lupus
eritematoso sistémico, anemia hemolitica autoinmune, tiroiditis de Hashimoto y
esclerosis mdultiple, cada una en un paciente. Dos pacientes tuvieron un titulo de

anticuerpos antinucleares superior a 1/160 sin presentar sintomas de una EAI.

En la tabla 4.15. se resumen los parametros estadisticos descriptivos de la
determinacion de MBL proteica y funcional en los pacientes con DIgA agrupados
segun las manifestaciones clinicas analizadas. Se exponen los datos so6lo de los
grupos con mas de tres pacientes. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de MBL oligomérica y/o funcional en los pacientes

con DIgA con diferente presentacion clinica.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los valores
de MBL proteica y/o funcional en los pacientes con DIgA con diferente

presentacion clinica
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Tabla 4.15. Concentracion de MBL proteica (arriva) y funcional (abajo) correspondiente a los
principales grupos de patologias de los pacientes con DIgA. Se muestra la mediana y valores del

percentil 5y 95.

MBL proteica (ng/ml)
n Mediana Percentil 5 Percentil 95

Clinica infecciosa .
grave Si 9 3078 1180 4682

No 37 2646 469 5891
Clinica infecciosa
respiratoria Grave 9 3078 1180 4682

Moderada 12 2924 409 5930

Ninguna — Leve 25 2557 892 5200
Patologia digestiva Diarreas recidivantes 8 2863 1180 4619

Ninguna 33 2892 469 5891
Alergias Aeroalergenos 5 1974 1481 3599

Otros alergenos 3 1809 585 4619

Ninguna 36 2892 469 5891
EAI Celiaquia / Enf.Crohn 7 1625 1086 5891

Otras 12 3924 1572 5200

Ninguna 25 2173 469 4758

MBL funcional (ng/ml)
n Mediana Percentil 5 Percentil 95

Clinica infecciosa Si 9 4644 1694 5340
grave

No 37 4472 1187 5424
Clinica infecciosa &, ¢ 9 4644 1694 5340
respiratoria

Moderada 12 4135 1142 5424

Ninguna — Leve 25 4472 1494 5233
Patologia digestiva  Diarreas recidivantes 8 4654 1694 5424

Ninguna 33 4499 1187 5233
Alergias Aeroalergenos 5 3931 2739 5233

Otros alergenos 3 3882 1494 5340

Ninguna 36 4499 1187 5424
EAI Celiaca / Enf.Crohn 7 2171 1622 4895

Otras 12 4847 1817 5340

Ninguna 25 4381 1187 5424

EAI: enfermedad autoinmune
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4.3.5. ESTUDIO DEL GENOTIPO DE LA MBL EN PACIENTES CON
IDVC Y DIgA

El genoptipo de la MBL se identific6 en 50 pacientes (23 pacientes con DIgA y 27
pacientes con IDVC). (Nota: El disefio experimental del presente estudio no
consideraba necesario la realizacion del estudio genotipico de la MBL en el grupo
control.) En la tabla 4.16. se resumen los parametros estadisticos descriptivos de la
concentracion de MBL proteica y funcional correspondiente a los diferentes

genotipos de la MBL en los 50 pacientes analizados.
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Tabla 4.16 Concentracion de MBL proteica (arriva) y funcional (abajo) correspondiente a los
diferentes genotipos MBL2 detectados en 50 pacientes con DIgA y IDVC. Se muestra la media, la
mediana, desviacion estandar y valores del percentil 5y 95.

Genotipo | Genotipo MBL proteica (ng/ml)
MBL2 MBL2 -
estructural | abreviado n Media Mediana Desviacion Percentil 5 | Percentil 95
estandar
A/A HYA/HYA 4 3988 3938 977 2892 5183
HYA/LYA 6 4187 4185 769 3000 5095
HYA/LXA 7 3516 3954 1567 1492 5179
LYA/LYA 3 4242 4933 2084 1900 5891
LYA/LXA 4 3521 3983 1288 1685 4434
LXA/LXA 2 1695 1302 681 1302 2482
A/D HYA /D 3 2070 2304 881 1095 2810
LYA/D 2 2467 2467 1165 1643 3290
LXA/D 2 526 526 166 409 644
A/O* HYA /O 6 1075 1126 326 535 1481
LYA/O 7 1061 1143 433 550 1597
LXA/O 2 35 35 25 18 53
O/0** 0/0 2 13 13 0 13 13
MBL funcional (ng/ml)
n Media Mediana Desviacion Percentil 5 | Percentil 95
estandar
A/A HYA/HYA 4 4832 4812 313 4470 5233
HYA/LYA 6 4929 5011 404 4193 5424
HYA/LXA 7 4135 4589 1177 2118 5341
LYA/LYA 3 4201 4573 937 3135 4895
LYA/LXA 4 4258 4518 945 2904 5092
LXA/LXA 2 1781 1053 1260 1053 3236
A/D HYA/D 3 3559 4445 1629 1679 4552
LYA/D 2 3049 3049 438 2739 3358
LXA/D 2 1013 1013 245 840 1187
A/O* HYA/O 6 1848 1627 903 813 3311
LYA/O 7 1500 1494 417 760 2031
LXA/O 2 24 24 1 24 25
O/0** 0/O 2 24 24 0 24 24

*Los heterocigotos A/O agrupan los A/B y los A/C. Los heterocigotos A/D se muestran y se analizan por separado.
**Los homosigotos O/O agrupan los individuos con cualquier combinacién de los alelos mutados B, C, o D. Con
diferente color de sombreado se diferencian los genotipos pertenecientes a los tres grupos de productores de
niveles de MBL. (Para mas detalles ver el siguiente capitulo.)
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4.3.6. CORRELACION ENTRE EL GENOTIPO DE LA MBL Y
MANIFESTACIONES CLINICAS DE LOS PACIENTES CON IDVC Y
DIgA

4.3.6.1. PACIENTES CON INMUNODEFICIENCIA VARIABLE COMUN

Los genotipos identificados en los 27 pacientes con IDVC se clasificaron, segun el
modelo establecido en la poblacion de 288 RN analizados, en grupos de
productores de MBL con valores bajos (sombreado amarillo en la tabla 4.16.),
intermedios (sombreado verde en la tabla 4.16.) e intermedios—altos (sombreado
azul en la tabla 4.16.) . Los valores de MBL proteica y funcional correspondientes a

estos grupos se resumen en la tabla 4.17..

Tabla 4.17. Concentracion de MBL proteica (arriba) y MBL funcional (abajo), correspondiente a los 27
pacientes con IDVC genotipados agrupados por los productores de MBL. Se muestra la mediana y
valores del percentil 5y 95.

MBL proteica (ng/ml)

Mediana Percentil 5 Percentil 95
Productores Bajos 2 35 18 53
Intermedios 8 853 535 1276
Intemedios — Altos 17 4276 1302 5183
Total 27 1685 53 5179

MBL funcional ng/ml

Mediana Percentil 5 Percentil 95
Productores Bajos 2 24 24 29
Intermedios 8 1236 760 1529
Intemedios — Altos 17 4470 1679 5092
Total 27 2904 24 5049

El valor correspondiente al percentil 5 y 95 de la concentracion de MBL proteica y
funcional obtenido en el grupo de productores de MBL con valores intermedios,
tabla 4.17. se utiliz6 como valor limite para dividir a los pacientes no genotipados en
productores bajos, intermedios e intermedios—altos. De los pacientes no
genotipados, 2 presentaron niveles compatibles con el grupo de productores de
niveles de MBL bajos (presentaron niveles en el limite de deteccion de ambas
técnicas de ELISAs utilizadas), y 10 tenian niveles de MBL compatibles con los
productores intermedios—altos (todos tenian niveles superiores a 1391ng/ml de MBL

proteica y 2359ng/ml de MBL funcional).

110



- RESULTADOS -

En la tabla 4.18. se resumen las manifestaciones clinicas de los productores de
MBL con valores bajos, intermedios e intermedios—altos. La nomenclatura coincide
con la utilizada en la tabla 4.3. en las columnas de “Manifestaciones clinicas al

diagndstico” y “Evolucion clinica”.
No se observé ninguna diferencia estadisticamente significativa en la

frecuencia de las manifestaciones clinicas estudiadas entre los diferentes

grupos de pacientes con IDVC clasificados por productores de MBL.
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Tabla 4.18. Presentacion clinica de los pacientes con IDVC por productores de MBL

Productores de MBL con valores:

IDVC Intermedios-
Bajos Intermedios Altos Total
n=4 n=9 n =28 N =41
Man_lfest.’ C_Ilnlcas EAI 0 0 3 3
al Diagnéstico
DR 0 0 1 1
IRR 3 6 9 18
IRR, DR 1 3 15 19
Bronquiectasias Si 3 6 18 27
No 1 3 10 14
Bronqwectasms_, Si 1 3 9 13
con expectoracion
No 2 3 9 14
El r_esto de 1 3 10 14
pacientes
EPC Si 2 1 8 11
No 2 7 16 25
PFR nr 0 1 4 5
Evolucion de la Malabsorcién o
patologia Di - 1 10 10 21
: : iarreas crénicas
digestiva
DR 0 1 1 2
P'atolo_gla no 3 3 6 12
digestiva
Nadaen = 1 3 15 19
Evolucién clinica
EAI Citopenias 1 1 6 8
Ninguna 3 7 14 27
Otras 0 1 8 9
Esplenomegalia
(TAC) No 3 8 14 25
Si 1 1 14 16
Linfadenopatias
(TAC) No 1 7 18 26
Si 3 2 10 15
Clasificacion BM BMO 3 2 13 18
BM1 1 5 10 16
BM2 0 2 5 7
MBL ng/ml Proteica 32 853 4088 3000
Mediana 18 -53 535 - 1276 1302 -5183 | 22-5183
Percentil 05 — Funcional 24 1236 4589 4193
percentil 95 24 - 24 760 - 1529 1679 - 5298 | 24 -5298

Nuevas abreviaturas: PFR nr Pruebas de funcién respiratoria no realizadas
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4.3.6.2. PACIENTES CON DEFICIT DE IgA

Los genotipos identificados en los 23 pacientes con DIgA se agruparon, segun el
modelo establecido en la poblacion de 288 RN analizados, en grupos de
productores de MBL con valores bajos (sombreado rojizo en la tabla 4.16.),
intermedios (sombreado verde en la tabla 4.16.) e intermedios—altos (sombreado
azul en la tabla 4.16.) Los valores de MBL proteica y funcional correspondientes a

estos grupos se resumen en la tabla 4.19.

Tabla 4.19. Concentracién de MBL proteica (arriva) y MBL funcional (abajo) correspondiente a los 23
pacientes con DIgA por productores de MBL. Se muestra la mediana y valores del percentil 5y 95.

MBL proteica (ng/ml)
Mediana Percentil 05 Percentil 95
Productores Bajos 2 13 13 13
Intermedios 7 1180 409 1572
Intemedios — Altos 14 3157 1492 5891
Total 23 1900 13 4758
MBL funcional (ng/ml)
Mediana Percentil 05 Percentil 95
Productores Bajos 2 24 24 24
Intermedios 7 1817 1140 3311
Intemedios - Altos 14 4839 2739 5424
Total 23 3236 24 5233

El valor correspondiente al percentil 5 y 95 de la concentracion de MBL proteica y
funcional obtenido en el grupo de productores intermedios, tabla 4.19., se utilizé
como valor limite para dividir a los pacientes no genotipados en productores de MBL
con valores bajos, intermedios e intermedios—altos. De los pacientes no genotipados
2 presentaron niveles compatibles con el grupo de productores de MBL con valores
bajos (presentaron niveles de MBL, tanto proteica como funacional, indetectables), 4
niveles intermedios (sus niveles de MBL proteica oscilaron entre 469ng/ml vy
1520ng/ml, y para MBL funcional entre 1142ng/ml y 2144ng/ml) y 17 pacientes
tenian niveles superiores a 1800ng/ml para MBL proteica y 3436ng/ml para MBL

funcional.
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En la tabla 4.20. se resumen las manifestaciones clinicas de los pacientes con DIgA

clasificados en productores de MBL con valores bajos, intermedios e intermedios—

altos.
Tabla 4.20. Presentacion clinica de los pacientes con DIgA por productores de MBL
Productores de MBL con valores
DIgA Bajos | Intermedios ImimEL 108 Total
Altos
n=4 n=11 n=31 n =46
Clinica infecciosa grave Si 1 2 6 9
No 3 9 25 37
Clinica infecciosa
respiratoria Grave ! 2 6 o
Moderada 0 3 9 12
Ninguna —
Leve 3 6 16 25
Patologia digestiva ]I?larreas 0 3 5 8
recuentes
Ninguna 4 6 23 33
Alergias Aeroalergenos 1 1 3 5
Otros
alergenos 0 1 2 s
Ninguna 3 9 24 36
Celiaquia /
EAI Enf.Crohn 0 4 3 !
Otras 1 1 10 12
Ninguna 3 5 17 25
Proteica 13 1143 3599 2393
MBL ng/ml 13-13 | 409-1625 | 1643-5200 | 13 -5200
Mediana
Percentil 05 — percentil 95 Funcional 24 1694 4783 4352
unciona 24-24 | 1140-3311 | 3031-5340 | 24-5340

No se observé ninguna diferencia estadisticamente significativa en la frecuencia de
las manifestaciones clinicas estudiadas entre los diferentes grupos de productores
de MBL.

En los pacientes con DIgA, no se observo ninguna diferencia estadisticamente
significativa en la frecuencia de las manifestaciones clinicas estudiadas entre

los diferentes grupos de productores de MBL.
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5.1 ESTUDIO DE LOS LINFOCITOS B DE MEMORIA EN PACIENTES CON
INMUNODEFICIENCIA VARIABLE COMUN (IDVC)

Corroboramos que mediante la cuantificacion de las subpoblaciones de linfocitos B
de memoria, los pacientes con IDVC se pueden clasificar en tres grupos™*: el grupo
BM2 incluye pacientes con un niamero normal de linfocitos B (LB) de memoria con y
sin cambio de isotipo, el grupo BM1 incluye pacientes con una reduccion
significativa de los LB de memoria con cambio de isotipo y finalmente el grupo BMO
incluye pacientes que presentan una reduccion significativa de los dos tipos de LB

de memoria.

El estudio del fenotipo clinico de los pacientes con IDVC, asi clasificados, ha puesto
en evidencia que los defectos de células B de memoria en sangre periférica, podrian
estar relacionados con algunos aspectos clinicos de estos pacientes. La ausencia
de LB de memoria (el defecto de LB mas grave) se correspondié con una mayor
gravedad en la evolucidn clinica, observando mayor incidencia de enfermedad
pulmonar croénica, bronquiectasias con expectoracion, sindrome de malabsorcion y
manifestaciones linfoproliferativas.

Warnatz et al®®

de Freiburg, Alemania, en el afio 2002, han propuesto la primera
clasificacion de los pacientes con IDVC basada en el numero y tipo de los LB de
memoria (Clasificacion de Freiburg). Segun esta clasificacion, los pacientes del
grupo 1 presentan una disminucion del porcentaje de células B de memoria
(CD27+IgM-IgD-), mientras que el grupo 2 tiene un porcentaje de estas células
similar al presente en los individuos sanos. A su vez, el grupo 1 se subdivide en 1a
(pacientes con una proporcién incrementada de linfocitos B inmaduros (CD21-) y en
1b (pacientes con un porcentaje normal de linfocitos B CD21-). Sin embargo, la
imagen citométrica de los LB CD21- es muy dispersa, con limites de positividad o
negatividad dificil de definir. Por todo ello, la valoracién de las imagenes citométricas
y por consiguiente la clasificacion de los pacientes podria no ser univoca. Poco

después, en el afio 2003, Piqueras et al®*

de Paris, Francia, simplificaron esta
clasificacion, basadndose sélo en la expresion de CD27 e IgD (Clasificacion de
Paris). Estos dos marcadores proporcionan unas imagenes citométricas mas claras
y reproducibles. Por dichos motivos, para clasificar a los pacientes con IDVC hemos

utilizado la Clasificacion de Paris®.
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Los linfocitos B (LB) de memoria son células clave en el proceso de formacion de
los anticuerpos y desde que se describi6 la molécula CD27 como su marcador®, la

disminucién de estas células en los pacientes con IDVC ha sido documentada®®>*°®

8 La molécula CD27°** es una glicoproteina transmembrana de la familia del
receptor de TNF y la interaccion con su ligando CD70, en las células T activadas, juega
un papel crucial en la diferenciacién de la célula B a célula plasmatica®. Por tanto, no
es de extrafiar que los defectos de LB CD27+ (memoria) sean Utiles para clasificar a

los pacientes con IDVC®3**,

Bryant y col®. describieron en 1990 un método de clasificacion funcional de los
enfermos con IDVC en base a la capacidad de sus células B de producir
inmunoglobulinas (Igs) in vitro. Segln esta clasificacion, los pacientes del grupo A
no producen ningun isotipo de Igs, los del grupo B secretan IgM y los pertenecientes
al grupo C son capaces de producir tanto IgM como IgG. Diversos estudios
describieron una buena correlacién entre las clasificaciones basadas en la expresion

de CD27 y las basadas en la produccion de Igs in vitro®**%°®

, ya que la secrecion de
IgG depende de la presencia de LB de memoria con cambio de isotipo. Por lo tanto,
el grupo A de la clasificacion de Bryant se corresponde al grupo BMO de la
clasificacion de Paris, el grupo B al grupo BM1 y el C al BM2**. La produccion de Igs
in vitro es una técnica laboriosa cuyos resultados son dificilmente extrapolables y
comparables entre laboratorios. La ventajas de utilizar la citometria de flujo son su
accesibilidad, su estandarizacion relativamente facil y la buena reproducibilidad de

los resultados.

Utilizando la citometria de flujo y basandonos en la expresion de IgD y CD27,
identificamos tres subpoblaciones de LB (CD19+) en la sangre de donantes sanos:
los LB naive-virgenes, CD27-1gD+ (57 + 14%), las células CD27+IgD+ (17 £ 7%),
gue representan los LB de memoria sin cambio de isotipo, y la subpoblacion
CD27+IgD- (22 £ 10%) que define a los LB de memoria con cambio de isotipo. El
porcentaje de LB de memoria totales fue del 39 £ 13%. Estos valores no difieren de

los publicados por los autores de Freiburg® y Paris® en controles sanos.

En los pacientes con IDVC estudiados por nosotros, la distribucion de las
subpoblaciones de LB fue muy diferente a la hallada en los controles. Se observo
una profunda disminucion de los LB de memoria (p< 0.0001), al igual que han

descrito otros grupos de trabajo®*8,
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Para la clasificacion de los pacientes con IDVC en grupos, segun la cuantificacion
de las subpoblaciones de LB de memoria, se ha utilizado como punto de corte el
valor minimo obtenido de las determinaciones de estas subpoblaciones en los
controles. Asi, el punto de corte para los LB de memoria totales fue 13% y para los
LB de memoria con cambio de isotipo fue 6% del total de los LB de sangre
periférica. Dichos valores fueron los que mejor diferenciaban a los pacientes de los
controles y que a su vez permitieron diferenciar los tres grupos de pacientes. Estos
valores son similares a los establecidos por Piqueras et al.>*, del 11% para los LB de
memoria totales y el 8% para los LB de memoria con cambio de isotipo. De los 57
pacientes estudiados en el mencionado trabajo®, el 47% de los pacientes
pertenecieron al grupo BMO, el 33% al grupo BM1 y el 19% restante al grupo BM2.
La distribucion por grupos de los 41 pacientes estudiados en nuestro trabajo (44%,
39% y 17% respectivamente) fue muy parecida, por lo que se podria considerar que
nuestra muestra de pacientes, aunque mas pequefia, es igualmente representativa

de los pacientes con IDVC.

La ausencia en la literatura de estudios clinicos exhaustivos sobre la asociacion entre
los LB de memoria y el fenotipo clinico de los pacientes, nos motivo a realizar el
presente trabajo. Observamos una correlacion positiva entre los defectos de LB de
memoria y la gravedad fenotipica clinica de los pacientes. Comparando la edad de
inicio de los sintomas, retraso diagndéstico, el tiempo en tratamiento o la edad actual,
no hubo diferencias entre los tres grupos de pacientes. Por tanto, se podria pensar
gue la distinta gravedad clinica de los pacientes estudiados es debida al defecto

primario de base, diferente en cada uno de los grupos de pacientes.

El grupo BM2 incluy6 pacientes cuyos LB expresaban el fenotipo mas parecido a los
controles sanos, con presencia de ambos tipos de LB de memoria estudiados. A
este fenotipo inmunolégico le correspondieron unas manifestaciones clinicas mas
leves: ningun paciente de este grupo desarroll6 complicaciones respiratorias 0
gastrointestinales graves, un enfermo sufri6 alopecia areata, vasculitis con
manifestaciones Unicas a nivel del sistema nervioso central, esplenomegalia, leuco y
plaquetopenia (paciente 37), un paciente present6 déficit de IgA y anemia
ferropénica y otro plaquetopenia. Piqueras et al.>* estudiaron marcadores de
activacion de LB y LT en los pacientes con IDVC, clasificados en grupos BM.
Encontraron que los pacientes del grupo BM2 presentaron patrones de expresion de
marcadores de activacion muy similares a los hallados en los controles sanos. Tanto

|54

el fenotipo inmunolégico como clinico (Piqueras et al.” y nuestras observaciones)
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diferenciaron claramente a los pacientes del grupo BM2 de los otros dos grupos.
Estas observaciones, junto con el hecho de que los LB, bajo las condiciones
experimentales in vitro, son capaces de producir 1gG e IgM*, sugieren que una
caracteristica principal de los pacientes en el grupo BM2 podria ser un defecto en la

fase final de la produccion de inmunoglobulinas®.

Al grupo BM1, caracterizado por un fallo en el desarrollo de los LB de memoria con
cambio de isotipo, le correspondio el fenotipo clinico intermedio, entre los pacientes
con sintomatologia minima del grupo BM2 y los pacientes del grupo BMO con la
sintomatologia mas grave. Agematsu et al’® estudiaron la frecuencia de
hipermutacién somatica de la region variable de los genes de las inmunoglobulinas
expresados en los LB de pacientes con mayoria de LB sin cambio de isotipo (LB
CD27+IgD+) en sangre periférica. (Nota: En los individuos sanos todos los LB de
memoria pasan por el proceso de maduracion de afinidad de los anticuerpos,
llamado hipermutacién somatica). En los pacientes estudiados encontraron una
frecuencia de hipermutacién somatica muy inferior a la frecuencia encontrada en los
controles sanos, indicando que la mayoria de los LB de estos pacientes son
fenotipica y funcionalmente naive y que los LB CD27+IgD+ de pacientes con IDVC
no son LB de memoria funcionales. Los LB en estos pacientes no pueden responder
a la sefal proporcionada por los LT o no la reciben debido a un defecto intrinseco
del LT*"*°, Como resultado, los LB CD27+lgD+ no progresan a LB de memoria con
cambio de isotipo. Los pacientes del grupo BM1 serian candidatos al estudio de las
alteraciones de moléculas co-estimuladoras de los LT activados (p.ej. CD40L'%*
ICOSL'%, etc.).

Al grupo BMO, caracterizado por una reduccion importante de todos los LB de
memoria le correspondieron manifestaciones clinicas mas graves. El desarrollo de
los LB de memoria esta fuertemente ligado a la formacién de los centros germinales
en los 6rganos linfoides secundarios® *°. El hallazgo de una reduccion significativa
de los LB de memoria en el grupo BMO apoya fuertemente la hipétesis de que
existan alteraciones en los centros germinales de los pacientes de este grupo. Se
han descrito varias posibles causas de alteracion de las interacciones en los centros
germinales: mutaciones en el gen del ligando de CD40'*, defectos en la familia del
TNFa y su receptor'® y fallo en la expresién de moléculas co-estimuladoras
(CD86)'® o quimiocinas (quimioatrayente de los LB)'%. Todas estas moléculas son
necesarias para la formacién de los centros germinales y una interaccion bien

coordinada entre las células T y B.
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Los estudios clinicos publicados hasta la actualidad no valoraron la asociacién entre
la patologia respiratoria o digestiva y los defectos de LB de memoria®***. Piqueras y
col.>*, autores de la clasificacion utilizada en este trabajo, encontraron una
distribucion similar de manifestaciones autoinmunes entre los tres grupos: BMO,
BM1 y BM2, mayor incidencia de enfermedad granulomatosa y proliferacién linfoide
secundaria en los pacientes del grupo BMO y finalmente, esplenomegalia en el 59%
de los pacientes del grupo BMO y en el 50% de los pacientes del grupo BM1. Dichos
autores™ no valoraron la presencia de bronquiectasias, enfermedad pulmonar
cronica o sindrome de malabsorcion. Por otra parte, valoraron la presencia de
infecciones pidgenas, viricas o0 causadas por patdgenos intestinales, no
encontrando diferencias en la incidencia de las mismas entre los diferentes grupos
de enfermos. Dichos investigadores describieron episodios infecciosos sufridos por
los pacientes en algin momento de la vida, pero no valoraron la presencia de éstas
al inicio de la enfermedad, al diagndstico y una vez establecido el tratamiento
sustitutivo. Por otro lado, la falta de relaciébn entre subgrupos de células B y
episodios de infeccion no es sorprendente, ya que el estudio fue realizado en
pacientes sometidos a tratamiento sustitutivo con gammaglobulinas y este
tratamiento ha demostrado ser muy eficaz en la prevencién de procesos infecciosos

agudos?.

Casi todos los pacientes incluidos en nuestro estudio presentaron también
infecciones respiratorias y/o intestinales a lo largo de su vida, pero solo en algunos
provocaron dafios estructurales irreversibles. Lo importante a destacar de nuestros
resultados es la observacion de esta evolucion clinica, diferente entre pacientes,
segun el grupo al que pertenecen. Las bronquiectasias se limitaron a los grupos de
enfermos BMO y BM1, mientras que en los pacientes del grupo BM2 las infecciones
respiratorias no han ocasionado estas lesiones. Es mas, las bronquiectasias con
expectoracion (sobreinfecciones de repeticion que requieren tratamiento antibidtico
continuado en la mayoria de los casos, datos no mostrados), la evolucion a
enfermedad pulmonar crénica y el sindrome de malabsorcién se hallaron con mayor

frecuencia en los pacientes del grupo BMO.

La infeccion no sélo debe valorarse como incidencia de episodios agudos graves,
sino también como procesos de infeccion-inflamacion cronica. En el caso del
aparato respiratorio, éstos son los procesos responsables de la aparicion de

patologia supurativa cronica, como bronquiectasias, que son la causa principal del
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deterioro progresivo de la funcion pulmonar y de muerte en la evoluciéon natural de

esta enfermedad®®?31%7,

Kainulainen et al'’,

en un estudio prospectivo de 14 pacientes con
hipogammaglobulinemia primaria, demostro la progresion de las bronquiectasias en
5 pacientes, a pesar de que todos ellos recibian tratamiento sustitutivo regular, con
niveles preinfusionales de IgG de méas de 500 mg/dl (Nota: niveles de acuerdo con
los actuales criterios de tratamiento®) y no presentaron ninguna infeccion

respiratoria aguda.

No conocemos el nimero de pacientes que ya tenian bronquiectasias en el
momento del diagnéstico, pero comparando la edad de inicio de los sintomas,
retraso diagndstico, el tiempo en tratamiento o edad actual, todos ellos factores
descritos previamente, que potencian el desarrollo del dafio pulmonar irreversible'®
% no hubo diferencias entre el grupo de pacientes con y sin bronquiectasias y con y
sin enfermedad pulmonar crénica. Por eso, creemos que la evolucion clinica de los
pacientes estudiados es debida al defecto primario de base y/o a otros factores

inmunomoduladores de la respuesta inflamatoria®®.

Los autores® que han investigado el fenotipo de los LB y LT en los pacientes con
IDVC mas detalladamente, han encontrado alteraciones en la expresion de algunos
de los marcadores de activacion (CD25, CD21, CD80 y CD86) en las células B y
una hiperexpresion de marcadores de activacion créonica (HLA-DR, CD95, CD57) en
las células T CD4+ y CD8+, en los pacientes de los grupos BMO y BM1. Este
resultado va en linea con nuestra observacion de una afectacion clinica e
inmunolégica importante en estos dos grupos de pacientes. En nuestro estudio, la
mayor diferencia hallada al comparar los tres grupos de pacientes entre si, fue la
clinica mas grave en el grupo BMO. Las alteraciones del fenotipo inmunolégico
encontradas en los pacientes del grupo BMO concordaron con una actividad
inflamatoria aumentada en éstos (aumento de CD8, leucocitosis, rasgos de anemia

ferropénica).

El tratamiento actual de los pacientes inmunocompetentes con bronquiectasias

199 glucocorticoides inhalados™® y

incluye antibioticoterapia profilactica continuada
antiinflamatorios no esteroideos®?, dirigidos a disminuir la actividad inflamatoria en
los bronquios. Aunque actualmente el empleo de agentes

inmunosupresores/antiinflamatorios en los pacientes con IDP esta reservado a las
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complicaciones autoinmunes*?, creemos que al menos en los pacientes del grupo
BMO deberia ser considerado como un tratamiento adicional a una sustitucién

adecuada con gammaglobulina intravenosa®’.

En lo que se refiere a las manifestaciones gastrointestinales, éstas estuvieron
presentes en el 49% de nuestros pacientes en el momento del diagndstico y el 60%
de ellos desarrollaron un sindrome de malabsorcion y/o diarrea cronica con clara
repercusion del estado general. La mayoria de estos pacientes pertenecieron al
grupo BMO. Comparando el tiempo del retraso diagnostico, edad de inicio de
sintomas o edad actual de los pacientes, no hubo diferencias entre pacientes con y
sin desarrollo de esta organopatia intestinal. Por eso, creemos que la diferencia de
la evolucion clinica de los pacientes estudiados es debida al defecto primario de
base. La actividad inflamatoria, probablemente aumentada en el grupo de pacientes

BMO, deberia ser considerada y consecuentemente tratada.

En cuanto a la incidencia de manifestaciones autoinmunes, cerca del 41% de los
pacientes las presentaron en algiin momento de su vida. Los porcentajes descritos
en la literatura varian entre el 19% (18/95)%, 35% (20/57)** y 50% (15/30)%. En la
IDVC han sido asociadas sobre todo las citopenias autoinmunes presentes en el
4%%°, 17%°* y 23%> de los pacientes con IDVC estudiados en los trabajos arriba
mencionados, respectivamente. En nuestro trabajo hemos observado la presencia
de citopenias autoinmunes en el 19% de los pacientes. Piqueras et al.>* encontraron
manifestaciones autoinmunes en los tres grupos de pacientes, BM2(27%),
BM1(39%) y BMO(37%). En nuestro estudio, las diferencias de frecuencia de
procesos autoinmunes en el grupo BMO(55%), BM1(38%) y BM2(14%) tampoco
fueron estadisticamente significativas, aunque mostraron una cierta tendencia a ser

mas frecuentes en el grupo BMO.

La etiologia de los procesos autoinmunes es un tema de discusién actual y es mas
complejo entre los pacientes con IDVC*?*3 ya que son conocidos tanto los casos
en los que los fendmenos autoinmunes desaparecen una vez establecida y tratada
la IDVC (casos de debut clinico con enfermedad autoinmune), como los casos en
los que la enfermedad autoinmune aparece como una complicacién a lo largo de la
evolucion clinica de la IDVC. En los pacientes con una actividad inflamatoria
elevada, como en el caso del grupo BMO, los fenbmenos autoinmunes se podrian
considerar secundarios a una disregulacién inmunolégica en pacientes con defectos

en la capacidad de respuesta anti-infecciosa'®. La desaparicion de los fenémenos
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autoinmunes una vez controladas las infeciones, hace sospechar un
desencadenante infeccioso de éstos. Por otro lado, la ausencia de enfermedades
autoinmunes en los pacientes del grupo BM2 (con la excepcion de un Unico
paciente), indicaria la posible menor afectacion de dicha capacidad de respuesta

anti-infecciosa en los pacientes de este grupo.

Los pacientes del grupo BM1 con enfermedad autoinmune podrian ser los
candidatos para estudio de la funcion de un conjunto de moléculas, descritas
recientemente, implicadas en el mecanismo del cambio de isotipo de los linfocitos
B>!. Nos referimos a las moléculas TACI, BAFFR y sus respectivos ligandos (BAFF y
APRIL)***°. En los trabajos que describieron los primeros pacientes con IDVC con
mutacién en el gen de alguna de estas moléculas, éstos presentaron disminucién de
los LB de memoria con cambio de isotipo (el fenotipo de LB compatible con el grupo

BM1) y el fenotipo clinico de estos pacientes incluia manifestaciones autoinmunes®®
52

En los pacientes del grupo BMO se ha hallado una diferencia importante, que es la
presencia de otros familiares afectos de IDVC y/o DIgA. La herencia familiar entre
pacientes con IDVC y/o DIgA es conocida, y varia entre 20%*" y 25%%, pero segin
nuestro conocimiento, la asociacion entre herencia familiar y cierto fenotipo

inmunologico no ha sido observada.

Pertenecer al grupo BMO podria ser un factor de riesgo de transmision familiar del
defecto inmunolégico. Para confirmar este hallazgo, seria necesario realizar un
estudio con un mayor nimero de pacientes. La confirmacién tendria repercusion en
el consejo genético y en la estrategia empleada hasta ahora, para el control de los
familiares de estos enfermos. El seguimiento de los parientes de primer grado sigue
siendo una practica poco habitual. Una preseleccion de las familias a seguir, segun
el grupo de la clasificacion BM, seria de una ayuda considerable para los clinicos y

especialistas dedicados al seguimiento de estos pacientes.

Podemos concluir que al fenotipo inmunoldgico mas deficiente (ausencia de LB de
memoria) en nuestro estudio, le correspondié la clinica mas grave. Nuestros
resultados invitan a realizar estudios confirmatorios multicéntricos. Una vez
confirmados los resultados, creemos que el tratamiento
inmunosupresor/antiinflamatorio podria ser considerado en los pacientes del grupo
BMO.

125



- DISCUSION -

Ademas, dichos estudios darian paso a la investigacion de las posibles causas de
los defectos presentes en cada grupo de enfermos, dividiendo el sindrome de IDVC
en entidades diferentes'’#9°2%354%¢  con todas las consecuencias que ello
conllevaria (cambios en la estrategia terapéutica, pronostico, diagnostico prenatal,

etc.).

5.2. ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE EL GENOTIPO Y LA
CONCENTRACION PLASMATICA DE MBL

Los resultados de los estudios® "

que asocian el genotipo con los niveles
plasmaticos de MBL muestran un solapamiento de concentraciones entre los
diferentes genotipos. La MBL se considera una proteina de fase aguda®® y dicho

solapamiento de las concentraciones entre los diferentes genotipos®:’®"°

podria
deberse a que la poblacion seleccionada para el estudio fuera heterogénea en

cuanto a la historia de estado de infeccién/inflamacion.

Los trabajos sobre la cinética de la MBL en respuesta a la inflamacion son
escasos™*™° Dean et al'** describieron que la concentracion plasmatica de MBL
durante una respuesta inflamatoria, varia individualmente y en funcion del genotipo.
Observaron que a los 5-7 dias del diagnéstico de la infeccibn (en este caso
septicemia), en los individuos con el genotipo A/A, la concentracion de MBL
aumentaba en el 33,3%, disminuia en el 34,6%, y se mantenia en los niveles
iniciales en el 32,1% de los pacientes. En los individuos con el genotipo A/O y O/O
la concentracion de MBL aumentaba en el 28% de individuos, disminuia en el 8% y
se mantenia en el 56% de los individuos. La concentracion de MBL no cambid en
los individuos MBL deficientes, definidos en este trabajo como individuos con los
niveles de MBL funcional inferiores a 500ng/ml (determinado mediante ensayo que

mide la MBL unida a manosa).

Otros datos sobre la cinética de MBL provienen de un estudio de Terai et al**. Estos
midieron la concentracion de MBL en la sangre de recién nacidos, a término en los
dias 1, 3y 5 de vida. Encontraron un pico maximo de concentracién de MBL al dia 5
y lo atribuyeron al estrés del parto, ya que éste activa mecanismos similares a los

implicados en la inflamacion. Podriamos pensar que la concentracion plasmatica de
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la MBL alcanza su maximo alrededor del dia 5 de la inflamacién. Lo que no
sabemos es cuanto tiempo tarda en volver a sus niveles basales. Los autores Neth
et al'*® estudiaron las concentraciones plasmaticas de MBL en nifios sometidos a
guimioterapia. Encontraron que los individuos A/A casi duplicaron las
concentraciones de MBL al séptimo dia del episodio febril neutropénico y volvieron a

los niveles iniciales al dia 14.

Para conocer los valores basales de las concentraciones plasmaticas de MBL
correspondientes a cada genotipo de la MBL, estudiamos esta relacion (genotipo-
fenotipo) en una poblacion, donde la influencia de una posible situacién de
infeccidn/inflamacion hubiera sido minimizada, mediante la seleccion de los
individuos. En este estudio se incluyeron recién nacidos cuyas madres no hubieran
pasado una infeccién grave o moderada (segun criterios definidos por Infectious
Diseases Society of America®™) en el dltimo trimestre del embarazo. Ademas se
incluyeron sélo los nifios nacidos posteriormente a la semana 36 de gestacion y con
un peso superior a 2000g, para evitar la influencia de estos factores en la

concentracion de MBL%%1Y,

Postulamos que la determinacion de las concentraciones de MBL en estas
condiciones, permitiria clasificar los diferentes genotipos de MBL en grupos bien
diferenciados, con un minimo solapamiento de concentraciones entre si. Los
resultados del presente trabajo apoyan esta posibilidad y permiten establecer el
modelo segun el cual los genotipos O/O y LXA/O identifican a los productores de
MBL con valores plasméaticos bajos, los genotipos LYA/O, HYA/O y LXA/D a los

intermedios y el resto de los genotipos estudiados, a los valores intermedios —altos.

Se analizé la relacion de la concentracion plasmatica de MBL con ciertas
circunstancias individuales (tabaquismo, peso al nacer, semanas de gestacion) y
clinicas (estado postinfeccioso/postinflamatorio) de los RN incluidos en el estudio,
no encontrando ningun tipo de correlacion. Se podria decir que segun el disefio
experimental del presente estudio, los RN presentan niveles basales de la MBL

correspondiente a cada genotipo.
Por otro lado, debido a esta seleccion de los RN, el presente estudio no se pudo

utilizar para concluir sobre la prevalencia de los genotipos o déficit de MBL en la

poblacién general espafiola.
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Se ha descrito que en los individuos A/A, los haplotipos del promotor HY, LY y LX
condicionan niveles plasmaticos de MBL altos, intermedios y bajos,
respectivamente® '8, En nuestro trabajo hemos demostrado que LY en combinacion
con LY (individuos LYA/LYA) condiciona niveles plasméaticos de MBL comparables
con el haplotipo HY. El haplotipo LY condiciona niveles de MBL protéica mas bajos
s6lo en combinacion con LX. Sin embargo, los niveles de MBL funcionales en LY/LX
son todavia comparables con LY/LY y s6lo los LX/LX dan niveles estadisticamnete
mas bajos que todos los demas haplotipos en los individuos A/A.

Minchington et al.”

midieron la MBL proteica y funcional en el plasma de 236
controles adultos, donantes de sangre. Analizando la poblacién A/A encontraron los
mismos resultados que nosotros, que soélo los LX/LX dan niveles estadisticamnete
mas bajos que todos los demas haplotipos en los individuos A/A. También
encontraron un gran solapamiento entre rangos de concentracion, entre los
individuos A/A y los A/O, donde la ,O" representa qualquier alelo estructural mutado
B, C o D. Encontraron que algunos individuos con el genotipo A/D tienen valores
comparables a los del genotipo A/A, tanto en el ensayo que mide la MBL proteica
como en los dos ensayos funcionales (ensayo que mide la MBL unida a la manosa y

también el ensayo que mide la C4b depositada).

Nosotros encontramos que los individuos A/D que tenian concentraciones
comparables con los individuos A/A, tenian el haplotipo HYA (individuos HYA/D). Ha
sido descrito que mientras que los alelos mutados B y C impiden la formacién de los
grandes oligémeros, el alelo mutado D afecta la estabilidad de los mismos**®. Este
hecho podria explicar las diferencias en concentraciones de la MBL encontradas

entre los individuos A/D y el resto de los A/O.

En cuanto a los individuos A/O (donde la O es B o C) en nuestro trabajo, aquellos
con el haplotipo HYA tenian niveles de MBL proteica y funcional significativamente
mas altos que los individuos con el haplotipo LYA (p<0,00001) y éstos a su vez,
niveles significativamente mas altos que los LXA, (p<0,00001). Estos resultados son

similares a los encontrados por Madsen et al”®

y difieren de los descritos por
Minchinton et al”®, los que encontraron que sélo los individuos LXA/O (donde la O es
B, C o D) tienen valores inferiores a los individuos LYA/O y HAY/O. Los tres trabajos
(los dos descritos & ™

en los individuos LXA/O.

y el nuestro) concuerdan en que los valores mas bajos estan
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Nuestros resultados subrayan la importancia del analisis de los individuos A/D por
separado asi como de la deteccion de los polimorfismos del promotor en éstos, para
poder distinguir a los individuos con capacidad de sintesis de MBL baja (individuos
LXA/O) e intermedia (individuos LYA/O, HYA/O LXA/D), de los demas (individuos
LYA/D y HYA/D), con produccion de MBL en cantidades similares a los individuos
A/A.

Los individuos HYA/HYA, HYA/LYA, HYA/LXA, LYA/LYA podrian formar un grupo
de productores altos, pero analizando los niveles de MBL en conjunto y buscando el
valor limite entre estos genotipos y los LXA/LXA, LXA/LYA; HYA/D, LYA/D
encontramos un solapamiento de mas del 25% y por eso decidimos fusionar ambos

grupos en productores de MBL con valores intermedios-altos.

En el presente trabajo encontramos una buena correlacion entre la MBL proteica y
la MBL funcional, determinadas mediante los métodos descritos. Ambos métodos
utilizan los AcMo anti-MBL humana (HYB 131-01) biotinilados de Staten Serum
Institute de Copenhagen, Dinamarca, como anticuerpos de deteccion. Estos AcMo
se unen a las moléculas de MBL via el dominio de unién a carbohidrato que no esta
ocupado 1) por la unién a los AcMo inmobilizados en el pocillo de la placa de
mictrotitulacion en el caso del método para la MBL proteica o 2) por la unién a
manosa en los pocillos de la placa de microtitulacion en el caso del método para la
MBL funcional. Sélo la MBL altamente oligomerizada tiene suficientes dominios de
unién a los carbohidratos para poder unir a la vez estos dos reactivos. Ambos
métodos, por lo tanto, detectan la MBL en forma de oligomeros grandes, dejando
aparte la MBL con menos unidades de mondémeros. Son los oligomeros grandes los
que han demostrado ser capaces de activar el complemento®'?°. Los autores que
utilizaron estos dos ensayos junto con el ensayo que mide la C4b depositada,

encontraron una buena correlacion entre los tres métodos’>*4.

Varios autores coinciden en que para determinar la capacidad del individuo de

producir MBL, es necesario el estudio genotipico’®®-%

. Dado que éste es un
estudio costoso/laborioso, proponemos seguir nuestro modelo de selecciéon de los
individuos, para el estudio genotipico. Este modelo excluye de dicho estudio a los
pacientes con niveles plasmaticos de MBL indetectables y aquellos con niveles
altos. En el caso de los primeros, numerosos estudios y nuestros resultados
demostraron que todos tienen el genotipo O/O y los segundos el genotipo MBL

“suficiente” (genotipos A/A, HYA/D, LYA/D)"87°,
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Nuestros resultados indican que los valores plasmaticos mas bajos estan
condicionados por los genotipos O/O, LXA/B y LXA/C. Creemos que los valores
correspondientes a los individuos con estos genotipos podrian ser utilizados como
valor de corte para diferenciar los individuos MBL deficientes de los demas

individuos.

5.3. ESTUDIO DE MBL EN PACIENTES CON IDVC Y DIgA

La MBL actia como un factor modulador del fenotipo clinico de diversas patologias,

y su déficit puede dar lugar al desarrollo de complicaciones infecciosas®® o

375 E| déficit de MBL favorece la aparicion de complicaciones

autoinmunes
infecciosas, sobre todo en situaciones en las que el sistema inmunitario es
inmaduro® o esta afectado por causas primarias 0 secundarias (pacientes con
IDP®3 pacientes VIH positivos®, pacientes en tratamiento con quimioterapia'®,

pacientes transplantados*?

). Basandonos en estos hechos, postulamos que el
déficit de MBL podria explicar la mayor gravedad de las infecciones o aparicién de

enfermedades autoinmunes en los pacientes con IDVC y DIgA.

Los estudios clinicos que demuestran la asociacion del déficit de MBL con
determinada patologia, comparan la incidencia del déficit entre los afectos y los no
afectos de dicha patologia y con la poblacion de control. Sin embargo, no existe
consenso sobre los criterios diagndsticos del déficit de MBL®'. Los valores que se
utilizan para definir el déficit de MBL, de forma arbitraria, varian entre: indetectables,
inferiores a 100, 160, 500 o incluso 1000ng/ml. Otros definen el déficit segun la

presencia de las variantes genotipicas de la MBL®'.

Comparamos los valores de la concentracibn de MBL entre los pacientes,
agrupados segun las diferentes manifestaciones clinicas (ver tablas 4.13.-4.15.)
Ningun grupo de pacientes mostré valores de MBL estadisticamente diferentes de
otro o del grupo control (datos no mostrados). Es decir, no encontramos ninguna
patologia cuya aparicién fuera favorecida por la disminucién de la MBL. Al contrario,
se observé una tendencia a presentar valores mas altos en los pacientes con
patologia més severa (en dichas tablas se puede observar que los pacientes con
cierto tipo de patologia presentan una mediana mas alta que los deméas grupos,

aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas). La inflamacion
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crénica en estos pacientes, podria explicar dicho aumento’®. Pero también, los
valores altos de MBL podrian ser responsables de la perpetuacion de la inflamacion
cronica en estos pacientes, por el efecto modulador de la inflamacion que pueda

tener la MBL, al intervenir en la liberacion de citocinas proinflamatorias *%.

Los pacientes con IDVC y DIgA se clasificaron, segin el modelo establecido en el
grupo de recién nacidos, en productores de MBL con niveles bajos, intermedios e
intermedios-altos. Se comparé la frecuencia de las manifestaciones clinicas mas
relevantes (respiratorias, digestivas, autoinmunes, linfoproliferativas y alérgicas)
entre los pacientes con IDVC y DIgA, agrupados segun la producciéon de MBL. No
se observé ninguna diferencia significativa en la frecuencia de las manifestaciones
clinicas estudiadas, entre los diferentes grupos de pacientes con IDVC asi

agrupados.

Igual que en nuestro grupo de pacientes, Kakkanaiah et al”*, encontraron que los
pacientes adultos con infecciones de repeticion no presentaron valores medios de la
concentracion de MBL superiores a los hallados en el grupo control. A diferencia de
nosotros, ellos encontraron una mayor prevalencia de valores bajos-indetectables

entre los pacientes comparada con los controles.

En la poblacion caucasiana, la prevalencia del déficit de MBL, definido sobre la base
de los valores indetectables de MBL o el genotipo de la MBL O/O, esté estimada
entre el 5y 10%°*7%"8 La prevalencia de valores indetectables-bajos de MBL entre
los pacientes incluidos en nuestro estudio es comparable con estos valores,
publicados para la poblacién general. Asi, entre los pacientes con IDVC fue del
9,7% (4/41) y entre los DIgA del 8,7% (4/46). Los 8 pacientes presentaron clinica
muy variada: Tres de los 4 pacientes con IDVC con valores de MBL bajos (pacientes
4,10, y 11 en la tabla 4.3) tenian EPC o sindrome de malabsorcién y uno de los 4
pacientes con DIgA presenté también patologia grave; Un de los 4 paciente con
IDVC (n°32 en la tabla 4.3) y tres de los 4 pacientes con DIgA, con déficit de MBL

concomitante, estaban practicamente asintomaticos.

Segun los resultados de nuestro estudio, la MBL no influy6 en el fenotipo clinico de
los pacientes. Dado el bajo nimero de déficits de MBL hallado entre ellos, no se
puede concluir sobre la influencia, en general, del déficit de MBL en la variabilidad
clinica de la IDVC y DIgA. Dadas las posibles aplicaciones terapéuticas de la MBL

67,89

recombinante””®®, es muy importante llegar a definir el déficit de MBL, en cuanto a la
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concentracion plasmatica y/o las variantes genotipicas correspondiente. Dicha
definicion facilitaria la comparacion entre los diferentes estudios poblacionales.
Nuestra clasificacion en productores bajos, intermedios e intermedios-altos podria

ser una herramienta a considerar en dichos estudios clinicos.

Ademas, el estudio del déficit de MBL deberia incluir la valoracion de la funcion de la
serin proteasa MASP-2, responsable de la formacién de C3 convertasa durante la
activacion del complemento por la via de las lectinas. Es posible, por tanto, que a
pesar de los niveles de MBL normales, la via de las lectinas esté perturbada por la

funcién anémala de esta serin proteasa'***%°.

La reciente publicacion'® de un estudio prospectivo de méas de 9 mil individuos de la
poblacion general danesa sefiald que el déficit de MBL aislado no confiere al
individuo un mayor riesgo de padecer infecciones u otras enfermedades comunes.
En este estudio confirman la relativamente alta prevalencia de los homocigotos O/O
(5%) y heterocigotos A/O (37%) en la poblacion general y concluyen que
probablemente existen otros factores de la inmunidad innata que puedan sustituir la
funcién de la MBL, p.ej. las ficolinas, que hacen que el déficit de MBL no cause las

infecciones en estos individuos.

Las ficolinas®®’ son otras proteinas plasméaticas capaces de reconocer a los
carbohidratos en la superficie de maltiples patégenos. Activan el complemento por
via de las lectinas utilizando las mismas serin-proteasas descritas para la MBL
(MASPs). En nifios con infecciones respiratorias recurrente, se encontraron niveles

disminuidos de L-ficolinas, comparados con el grupo control*%.

Probablemente no es la MBL sola, la que determina la susceptibilidad del individuo a
infecciones, sino el conjunto de varias moléculas, cuyas pequefias variaciones
genéticas forman la “huella inmunolégica” de cada individuo. Lo identifican como
Gnico y determinan su capacidad de desarrollar una respuesta inmune efectiva, le
predisponen a sufrir determinadas complicaciones de la enfermedad de base y su

conocimiento permite desarrollar tratamientos a medida®®.
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La cuantificacién de las subpoblaciones de los linfocitos B de memoria podria
ser un método util para distinguir entre los diferentes fenotipos clinicos de los

pacientes con IDVC.

Se encontré una asociacién entre la alteracién inmunofenotipica B (BMO, BM1,
BM2) y la gravedad fenotipica clinica. Al fenotipo inmunolégico mas deficiente
(ausencia de LB de memoria) le correspondid la presentacion clinica mas grave,
observando un mayor numero de casos con enfermedad pulmonar crénica,
bronquiectasias con  expectoracion, sindrome de malabsorcion y

manifestaciones linfoproliferativas.

Se observd una mayor incidencia de casos familiares entre los pacientes del
grupo BMO y por tanto creemos conveniente establecer un protocolo de

seguimiento para los familiares de los pacientes de dicho grupo.

Creemos que las diferencias en la presentacién clinica de los pacientes
estudiados son indicativas de distintos defectos moleculares, diferentes en cada

uno de los grupos.

Creemos que nuestros resultados justifican la inclusion de la determinacion de
los LB de memoria en el estudio inmunolédgico rutinario de los pacientes con
IDVC.

Mediante el estudio de las concentraciones plasmaticas y genotipo de la MBL,
los individuos se pudieron clasificar en tres grupos, bien diferenciados, de
productores de MBL: 1.- con niveles bajos (individuos O/O, LXA/B y LXA/C), 2.-
con niveles intermedios (LYA/O, HYA/O y LXA/D) y 3.- con niveles intermedios-
altos (el resto de los genotipos estudiados).

Los valores plasmaticos de MBL mas bajos estan condicionados por los
genotipos O/O, LXA/B y LXA/C.

Creemos que los valores correspondientes a los individuos con estos genotipos
(O/0, LXA/B y LXA/C) podrian ser utilizados como valor de corte para diferenciar

a los individuos MBL deficientes de los demas individuos.
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9. La prevalencia de valores bajos de MBL (déficit de MBL) entre los pacientes
incluidos en nuestro estudio no es superior a la descrita para la poblacion

general caucasiana.

10. No se ha observado relacion entre el fenotipo clinico y la concentracion

plasméatica de MBL o su genotipo, en los pacientes con IDVC y DIgA estudiados.

11. El bajo nimero de pacientes con déficit de MBL impide valorar la influencia del

mismo en la variabilidad clinica de los pacientes.
12. Nuestra clasificacion de los individuos en productores bajos, intermedios e

intermedios-altos podria ser una herramienta a considerar en estudios clinicos

poblacionales.
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Anexo n°1

Number and percentage of PID registered in Spain (January 1980- August 2002)

Patients{ rcentage

Antibody deficiency 1626 69

Tcell and combined deficiencies 292 12.4
|Phagocyte disorders 107 4.5
||C0mp|ement deficiencies 279 11.8
lother primary deficiencies 53 2.2
Total 2357

Total number and percentage of PIDs registered in Spain (Jannuary 1980 — August 2002)

1. Agammaglobulinemia 93
2. Common variable immunodeficiency 449
3. Hiper IgM syndrome 36
4. 1gA deficiency 868
5. 1gG subclass deficiency 95
16. 10A deficiency associated with IgG subclass deficiency 37
7. Antibody deficiency with normal Igs 14
I8. Transient hypogammaglobulinemia of infancy 16
9. DiGeorge anomaly 61
10. Severe combined immunodeficiency 89

11. ADA deficiency
12. PNP deficiency

-
1

13. X - linked lymphoproliferative syndrome 8
14. HLA deficiency 9
5

8

15. Reticular dysgenesis

16. Primary CD4 deficiency

17. Chronic granulomatous disease 66
18. Wiskott Aldrich syndrome 31
19. Ataxia telangiectasia 52
20. Short limbed dwarfism 1

21. Congenital asplenia

22. Primary neutropenia 24

23. Chediak - Higashi syndrome

24. Leukocyte adhesion defect (LAD 1) 5
25. Chronic mucocutaneous candidiasis 27
26. Neutrophil G6PD deficiency< 1
27. Hyper IgE syndrome 30
28. Intestinal lymphangiectasia 2

29. Omenn syndrome

30. Anhidrotic ectodermic dysplasia 1

31. Complement deficiencies 279
32. Unclassified 12
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Common Variable Immunodeficiency (CVI)

Probable

Male or female patient who has a marked decrease (at least 2 SD below the mean
for age) in two out of three of the major isotypes (IgM, IgG and IgA) and fulfills all of
the following criteria:

1) Onset of immunodeficiency at greater than 2 years of age

2) Absent isohemagglutinins and/or poor response to vaccines

3) Defined causes of hypogammaglobulinemia have been excluded (see Table)

Possible

Male or female patient who has a marked decrease (at least 2 SD below the mean
for age) in one of the major isotypes (IgM, 1gG and IgA) and fulfills all of the following
criteria:

1) Onset of immunodeficiency at greater than 2 years of age

2) Absent isohemagglutinins and/or poor response to vaccines

3) Defined causes of hypogammaglobulinemia have been excluded (see Table)
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Table. Differential Diagnosis of Hypogammaglobulinemia

Drug Induced
Antimalarial agents

Captopril
Carbamazepine
Glucocorticoids
Fenclofenac
Gold salts
Penicillamine
Phenytoin
Sulfasalazine

Genetic Disorders

Ataxia Telangiectasia

Autosomal forms of SCID

Hyper IgM Immunodeficiency

Transcobalamin Il deficiency and hypogammaglobulinemia
X-linked agammaglobulinemia

X-linked lymphoproliferative disorder (EBV associated)
X-linked SCID

Some metabolic disorders

Chromosomal Anomalies

Chromosome 18g- Syndrome

Monosomy 22

Trisomy 8

Trisomy 21

Infectious Diseases

HIV

Congenital Rubella

Congenital infection with CMV

Congenital infection with Toxoplasma gondii
Epstein-Barr Virus

Malighancy
Chronic Lymphocytic Leukemia

Immunodeficiency with Thymoma
Non Hodgkin's lymphoma
B cell malignancy

Systemic Disorders

Immunodeficiency caused by hypercatabolism of immunoglobulin
Immunodeficiency caused by excessive loss of immunoglobulins (nephrosis, severe
burns, lymphangiectasia, severe diarrhea)
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IgA Deficiency

Definitive

Male or female patient greater than 4 years of age who has a serum IgA of less than
7 mg/dl (0.07 g/L) but normal serum IgG and IgM, in whom other causes of
hypogammaglobulinemia have been excluded (see Table). These patients have a
normal IgG antibody response to vaccination.

Probable

Male or female patient greater than 4 years of age who has a serum IgA at least 2
SD below normal for age but normal serum IgG and IgM, in whom other causes of
hypogammaglobulinemia have been excluded (see Table). These patients have a
normal 1gG antibody response to vaccination.
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