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Resumen

Objetivo: Evaluar la asociacion entre el perfil linfoide ampliado y los errores innatos de la inmunidad mediante
citometria de flujo.

Métodos: Estudio observacional y transversal, de casos y controles, llevado a cabo en pacientes con diagnés-
tico o sospecha clinica de errores innatos de la inmunidad, atendidos en el Hospital de Nifios de la Santisima
Trinidad de Cordoba, Argentina, de agosto de 2021 a noviembre de 2022. Se recolectaron los datos clinicos y
se obtuvieron muestras de sangre periférica para el analisis por citometria de flujo, mediante el tubo PIDOT,
para identificar subpoblaciones de linfocitos alteradas. Para el analisis estadistico se utiliz6 la prueba exacta
de Fisher, razén de momios y modelo de regresion logistica binaria.

Resultados: Se analizaron 40 casos y 20 controles. Las subpoblaciones de linfocitos mas frecuentemente
alteradas fueron: CD4+ n (63%), Mem c/s (60%) y Mem s/s (55%). Se encontrd asociacion estadisticamente
significativa entre varias subpoblaciones de linfocitos y el estado de salud-enfermedad. La regresion logistica
binaria reporté Mem s/s y CD4+n como las subpoblaciones de linfocitos alteradas con mayor probabilidad de
padecer errores innatos de la inmunidad.

Conclusion: Este estudio contribuye a mejorar la comprension de los errores innatos de la inmunidad, y de-
muestra una sélida asociacion con los perfiles de subpoblaciones de linfocitos alteradas. Los Mem s/sy CD4+n
emergen como biomarcadores relevantes para su diagnéstico. La heterogeneidad en diferentes enfermedades
y en la citometria de flujo subraya la importancia de evaluar a cada paciente individualmente, para mejorar el
diagnostico y tratamiento.

Palabras Clave: Errores innatos de la inmunidad; Citometria de flujo; Subpoblaciones de linfocitos; marcadores

diagnésticos.

Abstract

Objective: To evaluate the association between the expanded lymphoid profile and inborn errors of immunity
using flow cytometry.

Methods: Observational and cross-sectional, case-control study, carried out in patients with a diagnosis or
clinical suspicion of inborn errors of immunity, treated at the Santisima Trinidad Children’s Hospital in Cérdoba,
Argentina, from August 2021 to November 2022. Clinical data were collected, and peripheral blood samples
were obtained for flow cytometry analysis, using the PIDOT tube, to identify lymphocyte subpopulations. For
statistical analysis, Fisher's exact test, odds ratio and binary logistic regression model were used.

Results: 40 cases and 20 controls were analyzed. The most frequently altered lymphocyte subpopulations
were: CD4+ n (63%), Mem c¢/s (60%) and Mem s/s (55%). A statistically significant association was found be-
tween several lymphocyte subpopulations and health-disease status. Binary logistic regression reported Mem
s/s and CD4+n as altered lymphocyte subpopulations with a greater probability to have inborn errors of im-
munity.

Conclusion: This study contributes to improving the understanding of inborn errors of immunity and demon-
strates a strong association with altered lymphocyte subpopulation profiles. Mem s/s and CD4+n emerge as
relevant biomarkers for diagnosis. Heterogeneity in different diseases and in flow cytometry underlines the
importance of evaluating each patient individually, to improve diagnosis and treatment.

Keywords: Inborn errors of immunity; Flow cytometry; Lymphocyte subpopulations; Diagnostic markers.
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Alteraciones del perfil linfoide ampliado

ANTECEDENTES

Los errores innatos de lainmunidad son alteraciones he-
reditarias que afectan el sistemainmune, anteriormente
consideradas raras, y hoy dia pueden identificarse de
forma temprana, debido a los avances en los métodos
de diagndstico, por ejemplo: Next Generation Sequen-
cing (NGS) y citometria de flujo.*?>3* Hasta el momento
existen 485 defectos genéticos identificados, Internatio-
nal Union of Immunological Societies (IUIS) clasifica los
errores innatos de lainmunidad en 10 categorias, segun
el defecto molecular.>® Se caracterizan por infecciones
recurrentes y persistentes, autoinmunidad, autoinfla-
macion, alergias y elevada incidencia de neoplasias.**’

El diagndstico presuntivo o definitivo se establece se-
gun el fenotipo clinico y los hallazgos bioquimicos, y
requiere mas que estudios basicos de laboratorio.? La
citometria de flujo es un nexo entre la evaluacion in-
munoldgica convencional y la secuenciacion del ADN,
ofrece resultados rapidos y precisos basados en el
analisis de células linfoides individuales para el diag-
néstico, clasificacién y prondstico de los pacientes con
errores innatos de lainmunidad.®7:910

La citometria de flujo detecta alteraciones en la pro-
duccién y maduracion de subpoblaciones linfocitarias
relacionadas con algun defecto genético, incluso per-
mite identificar si los signos y sintomas se asocian con
defectos en la produccion de linfocitos T, B, o células
NK, o de alguna subpoblacion (linfocitos T CD8+) o
estadio madurativo (linfocito B naive).* El tubo PIDOT
(Primary Immunodeficiency Orientation Tube), dise-
fiado por el consorcio EuroFlow, permite la deteccion
eficiente de alteraciones en las subpoblaciones de lin-
focitos asociadas con defectos genéticos en mas del
70% de los errores innatos de la inmunidad.*®

El objetivo de este estudio fue: evaluar la asociacion
entre el perfil linfoide ampliado y los errores innatos
de la inmunidad mediante citometria de flujo.

METODOS

Estudio transversal, observacional, de casos y controles,
llevado a cabo en pacientes con diagnostico o sospecha
clinica de errores innatos de la inmunidad, evaluados
ente agosto de 2021 y noviembre de 2022, en el Hospital
de Nifos de la Santisima Trinidad de Cérdoba, Argentina.

Grupos de estudio
Casos

Criterios de inclusion: pacientes de ambos géneros, de
1 mes de vida a 70 aios, con diagndstico o sospecha
de errores innatos de la inmunidad en los ultimos 20
anos, segun los criterios de European Society for Im-
munodeficiencies (ESID) e IUIS; pacientes pediatricos
y mayores de 7 a 18 anos, cuyos cuidadores acepta-
ron firmar el consentimiento informado, al igual que
pacientes adultos. Criterios de exclusion: sujetos que
al momento del estudio padecian algun proceso infec-
cioso, y que hubieran padecido SARS- CoV-2 en los 3
meses previos a la obtencion de la muestra.

Control

Criterios de inclusidn: pacientes de ambos géneros, de
1 mes de vida a 18 afos, que ingresaron para cirugias
menores programadas; pacientes cuyos cuidadores
aceptaron firmar el consentimiento informado; perso-
nal de salud sano, interesados en participar en el es-
tudio y que aceptaron firmar el consentimiento infor-
mado. Criterios de exclusidn: sujetos con antecedente
de errores innatos de la inmunidad u otras enfermeda-
des que pudieran afectar al sistema inmunolégico; en
tratamiento con inmunosupresores en los Ultimos 12
meses; pacientes con valores hematoldgicos altera-
dos para la edad y género; y quienes hubieran padeci-
do SARS- CoV-2 en los 3 meses previos a la obtencién
de la muestra.

El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica del
Nifioy del Adultoy se llevo a cabo siguiendo los princi-
pios de la Declaracién de Helsinki.

Se recopilaron los datos demograficos y clinicos gene-
rales. Se recolectaron muestras de sangre periférica
de todos los individuos, obtenidas por puncion venosa
o capilar en un tubo EDTAK,, almacenadas a 4°C hasta
su procesamiento dentro de las 36 h.

Se utiliz6 la técnica de citometria de flujo basada en
EuroFlow para evaluar el perfil linfoide ampliado de los
pacientes, mediante un citometro de Flujo FACSCanto
IT (BD Biosciences, San José, CA, USA). La configura-
ciony calibracion del instrumento, y la preparacién de
las muestras se efectuaron segun los procedimientos

Rev Alerg Mex. 2024;71 (3):155-168



Martin ML, et al.

operativos de referencia de la EuroFlow.*° Se utilizé el
Panel de anticuerpos propuesto por este consorcio:
CD27 BV421, CD45RA BV510, CD8 FITC/ IgD FITC,
CD16 PE/ CD56 PE, CD4 PerCPCy5.5/IgM PerCP-
Cy5.5, CD19 PECy7/ TCR yd PECy7, CD3 APC y CD45
APCH?7. Los valores absolutos fueron calculados por
estrategia de doble plataforma. La identificacion de las
subpoblaciones de linfocitos se describid con base en
lo expuesto en el Cuadro 1.

Analisis de los datos y estadistica
Para el analisis de los datos se utilizaron los progra-

mas: Infinicyt (version 1.7); InfoStat version libre y
SPSS statistical software (SPSS, Chicago, IL, USA).

Cuadro 1. Fenotipo de las subpoblaciones de linfocitos identifica-
das mediante PIDOT

Subpoblacion Fenotipo
LiB FSCm/SSC"/CD45"/CD16+CD56-/CD3-/CD19+
PreCG CD27-/sIgM+/slgD++
Mem s/s CD27+/sIgM++/slgD+
Memc/s CD27+/sIgM-/slgD-
LiT CD3+ FSCn/SSC"t/CD45"/CD16+CD56-/CD3+/
CD19-
LiT CD4+ CD4+/CD8-/TCR v/6-
CD4+n CD27+/CD45RA+
CD4+ MC CD27+/CDA5RA-
CD4+ ME CD27-/CD45RA-
CD4+ 45RA+ CD27-/CD45RA+
LiT CD8+ CD4-/CD8+/TCR y/6-
CD8+n CD27+/CD45RA+
CD8+ MC CD27+/CD45RA-
CD8+ ME CD27-/CD45RA-
CD8+ 45RA+ CD27-/CD45RA+
LiT DN CD4-/CD8-/TCR y/6-
LiT y/8+: CD4-/CD8-/TCR y/d+
NK FSCnt/SSCn/CDA5"/CD16+CD56+/CD3-/CD19-

LiB: linfocitos B; PreCG: linfocitos B pre-centro germinal; Mem s/s: linfocitos
B de memoria sin switched de isotipo; Mem c/s: linfocitos B de memoria con
switched de isotipo; LiT CD3+: linfocitos T CD3+; LiT CD4+: linfocitos T CD4+;
CD4+ n: linfocitos T CD4+ naive; CD4+ MC: linfocitos T CD4+ memoria cen-
tral; CD4+ ME: linfocitos T CD4+ memoria efectora; CD4+ 45RA+: linfocitos
T CD4+ memoria efectora terminalmente diferenciados 45RA+; LiT CD8+:
linfocitos T CD8+; CD8+ n: linfocitos T CD8+ naive; CD8+ MC: linfocitos T
CD8+ memoria central; CD8+ ME: linfocitos T CD8+ memoria efectora; CD8+
45RA+: linfocitos T CD8+ memoria efectora terminalmente diferenciados
A5RA+; LiT DN: Linfocitos T CD4-/CD8-; LiT y/d+: linfocitos T y/0+; NK: cé-
lulas Natural Killer.

Se llevo a cabo el andlisis de correspondencia para ex-
plorar las posibles asociaciones de los datos. Se utilizd
la prueba exacta de Fisher para cada una de las va-
riables categoricas: LiB, PreCG, Mem s/s, Mem c/s, LiT
CD3+, LiT CD4+, LiT CD8+, LiT DN, LiT y/d +, CD4+n,
CD4+ MC, CD4+ ME, CD4+ 45RA+, CD8+n, CD8+ MC,
CD8+ ME, CD8+ 45RA+y NK. Se considerd estadistica-
mente significativo el valor de p < 0.05.

El riesgo de padecer errores innatos de la inmunidad
con afectacion del sistema linfoide se determiné me-
diante la razdn de probabilidades, Odds Ratio (OR), con
intervalos de confianza del 95%. Se analizo la asocia-
cion entre errores innatos de la inmunidad y las sub-
poblaciones de linfocitos con el modelo de regresién
logistica binaria, mediante la seleccion de variables
segun los criterios estadisticos (OR>1), considerando
modelos mas pequefios con hasta 2 variables para evi-
tar el sobreajuste.

RESULTADOS

Se registraron 20 pacientes en el grupo controly 40 en
el grupo de casos (Cuadro 2). Dentro de estos ultimos,
29 eran caucasicos y 11 restantes hispanoamerica-
nos; 3 tenian consanguinidad y 7 contaban con ante-
cedente familiar de errores innatos de la inmunidad.
Cuadro 3

El Cuadro 4 expone las caracteristicas clinicas de los pa-
cientes del estudio: el 50% pertenecia al grupo III (IUIS),
25% al grupo II, 18% al Iy 8% al IV. El 38% de los pa-
cientes tenia inmunodeficiencia comun variable (IDCV),
siendo el error innato de la inmunidad mas frecuente.
El 45% de los casos tuvo diagndstico definitivo, el 43%
diagnostico probable y el 12% diagndstico posible.

Las subpoblaciones de linfocitos con mayor frecuencia
alteradas fueron: CD4+n en un 63% de los pacientes,
Mem c/s en 60% y Mem s/s en 55% (Cuadro 5). En el
analisis de correspondencia se identificaron 2 grupos con
potencial asociacion: controles con parametros normales
y casos con parametros alterados (Figura 1). Se encon-
tro asociacion estadisticamente significativa (p < 0.05),
mediante la prueba exacta de Fisher, entre diferentes va-
riables y el estado de salud-enfermedad de los pacien-
tes, no asi entre controles y casos en LiT y/8+ (p = 0.186),
CD4+ 45RA+ (p =0.291) y NK (p = 0.081). Cuadro 6
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Cuadro 2. Poblaciones estudiadas

Grupo N° de Media de Rango e
P estudiados edad (aiios) tario (afos)

Controles 20 16.1 3.0-55.1

Casos 40 19.2 0.1-68.5

Varones Mujeres Relacion M Test de correlacion
(aios) (aios) /F de Spearman
13 (65) 7 (35) 1.9 p - valor: 0.337
30(75) 10 (25) 3.0

Con el objetivo de evaluar la heterogeneidad de las poblaciones estudiadas se realizé la prueba de correlacién de Spearman, obteniéndo un p-v: 0.337, lo que
indica diferencias estadisticamente significativas entre los casos y controles (p > 0.05).

Mediante el valor de OR para cada variable se cuanti-
ficé la fuerza de las asociaciones entre las variables y
padecer vs no padecer errores innatos de la inmuni-
dad: Mem s/s OR= 23.22 (IC95%: 3.95 — 136.47), LiT
CD8+ OR =15.55 (IC95%: 2.65 — 91.36), CD4+n OR =
31.67 (IC95%: 5.36 — 187.16), CD4+ MC OR= 15.55
(IC95%: 2.65 — 91.36), CD4+ ME OR = 8.14 (IC95%:
1.36 — 48.72), CD8+n OR = 15.55 (IC95%: 2.65 —
91.36) y CD8+ MEOR =11.4 (IC95%: 1.93 — 67.38).

Las subpoblaciones de linfocitos asociadas con mayor
probabilidad de errores innatos de la inmunidad, me-
diante la regresion logistica binaria, fueron: Mem s/sy
CD4+n OR =15.517 (IC95%: 1.908 - 160.800) y OR =
24.942. (IC95%: 2.800 — 222.163), respectivamente.

El Cuadro 7 muestra la disminucidon o aumento de los
valores de cada subpoblacion de linfocitos de cada pa-
ciente.

DISCUSION

La cohorte de pacientes estudiada es heterogénea en
manifestaciones clinicas y resultados de laboratorio,
en linea con las cohortes de pacientes informadas an-
teriormente.’* Los Mem s/s y CD4+ n fueron variables
claves, debido a la importancia de evaluarlos versus
poblaciones linfocitarias convencionales. En contras-
te, LiT y/6+, CD4+ 45RA+ y NK mostraron menos va-
riabilidad en la enfermedad y pueden tener utilidad
practica limitada.

Dentro del Grupo I de IUIS (n = 7), los pacientes con
deficiencia de DOCKS8 (pacientes 8 y 9) y CD40L (pa-
cientes 6 y 16) mostraron alteraciones especificas que
coinciden con casos expuestos en la bibliografia. La
deficiencia de DOCKS, vinculada con mutaciones que
afectan la interaccién de linfocitos T-B, provoca dismi-
nucion de CD4+ n y CD8+n, y aumento de CD4+ ME,

CD8+ ME, CD4+ 45RA+, y CD8+ 45RA+, e indica se-
nescencia prematura.'>'3 En cuanto al compartimento
de linfocitos B, se describen valores elevados de Pre-
CGy disminuidas de linfocitos B de memoria.1*14

La deficiencia de CD40L tiene interaccion alterada de
linfocitos T-B y reduccion de la produccién de Mem c/s
T-dependientes.>1%15 Respecto al paciente 6, tuvo dis-
minucion de Mem s/s, Mem c¢/s, LiT CD4+ y CD4+ MC.
Y aunque el paciente 16 reporté multiples alteraciones
en la citometria de flujo, permanecio sin sintomas. La
sospecha clinica surgié a los dos meses de vida, debi-
do a los antecedentes familiares de errores innatos de
la inmunidad.

En el paciente 17, con diagndstico de inmunodeficien-
cia combinada severa (IDCS) y fenotipo leve a los 11
afos (mutacion en la cadena y comun), ademas de
las manifestaciones clinicas, la evaluacion del per-
fil linfoide ampliado es decisivo para comprender el
efecto inmunolégico de la mutacién. La disminucion
de ciertos linfocitos indica una alteracion mas leve o
mutaciones hipomorficas.”*® Los casos 11 y 12, con
probable inmunodeficiencia combina (IDC), muestran
un desequilibrio entre linfocitos T CD4+ y CD8+, lo que
coincide con informes previos.*?

En el Grupo II, 4 pacientes con sindrome de delecién
22q. 11 tuvieron variabilidad clinico-inmunoldgica. El
recuento de linfocitos T CD3+ tiende a ser bajo, y el
paciente 38 fue el mas afectado, lo que concuerda con
la manifestacion clinica mas grave desde el nacimien-
t0.1617 El caso 32, con mutacion en TBX1, expreso un
cuadro clinico complejo, destacando la variabilidad en
el fenotipo inmunoldgico, seglin la mutacion. La diver-
sidad fenotipica resalta la influencia crucial de la na-
turaleza de las mutaciones en la expresidn clinica, re-
calcando la importancia de la citometria de flujo para
evaluar integralmente la inmunodeficiencia.>?

Rev Alerg Mex. 2024;71 (3):155-168



ML, et al.

Martin

opezijeal oN
opezijeal oN
opezijeal oN
opezijeal oN
opezijeal oN
opezijeal oN

unwos
Aeuaped us ugioeIN|y

70%a9 op e1duUasNY

TT'bzzIep
opezijeal oN

370d Ua ugioelny
opezijeal oN
S3IM 81uslpuad
S3IM 81ualpusd

8204 ap 'louasny
8204 8p 'louasny
vgy1 ua uoioeinjy

70%@D op e1duUasNY

opl1oouodsa(g
TTbzeiep
oploouodsag
opezijeal oN
S3IM 81ualpuad

epesyiuap] ugldeIAY

III
III
III
III
III
III

II
III

II

AL

NI

III
II
III
III
III

SINI uoldeayise|y

AJdI
AJdI
AJdI
AJdI
AOdI

AJdI
ana) odijousy
uod S9dI

1079 op erdUBIdYAQ
TT°bzg ugiosjep ap awoipujs
ADQI
SawloJpuls e epejdose JJ1
aar
aaI

aunwiul uoloe|Ngaisaq

od1
odI

aunwiul uoloeNgalsaq

1017dJ 8p eldusidysq
avd
TT'bzz ugajap ap swolpuls
sejuasne g1 uod avd
AJdI
AJdI

pepiunwuj €] ap sojeuu] saloiig

(119 40d
opl23))e) ourwWIaY) IS

(W8T 1adiH ap swoipuls
uod o013 A oueway) IS

IS

(V81 9p 1oyaq) IS

(8d) IS

I13 9p
Jefjwey ajuapadauy

- eaiseane)
- ealseane)
- eaiseane)
- ealseane)
- ealseane)

- ealseane)

- ealseane)

- ealseane)

- eo|seone)
- eo|seone)
euUBdLIDWE

ouedsiH
- eo|seone)
eUBOLIDWE

(opei o) 1S ouedsiH

- edlseone)

(OPEI8 ) 1S euedLIDWE
: ouedsiH
euedLIBWE
ouedsiH
euedLIBWE
ouedsiH
euedLIaWe
ouedsiH

(opels »€) 1S

- ealseane)
- ealseane)
- ealseane)
- ealseane)

- ealseane)

pepiuinguesuo) ejuyg

L9 W g€zd
TS W zed
g6 4 T2d
L'SE W 0zd
805 W 6Td
8Ly W 8Td
ST W LTd
S'ST W 9Td
86T W STd
5'89 4 vTd

£'8 W €1d
7'6€ W ZTd
59 W TTd
€0t 4 0Td
L€ W 6d
TL W 8d
£Y W Ld
5 W 9d
£0T W Gd
60 4 vd
T W ed
89z W zd
v'e 4 Td

AwOr_Nv 0J9Uuldy) jualded

pep3 ’ :

olpnisa ap uoloejqod €] ap sajeiauag sedlis)ialoele) g oipend

Rev Alerg Mex. 2024;71 (3):155-168

[N
Y]
—




Rev Alerg Mex. 2024;71 (3):155-168

"e013)008BJ0WAY SISOHI0IISIYOLUI IHTH ‘YDLIPIY-HONSIA 9P SUWOIPUS (SYAA ‘X 18 Bped) elwauingojSewwese :X -y ‘BI8A8S BPRUIGUIOD BIoUSIoY8pounwIUl :SOAT
‘epeulquIod elousdyapounuiul (A1 ‘sodiandjiue ap ajuswaiueuiwopald elousoyap (Qyd (0191dWod BLWOXS |8p UQIDBIOUSNISS (SIAN ‘8]qBIeA UNWOD BIDUSIOYapoUNwWIUl IADJ] ‘OUINISBW |y ‘OUluSWa) o

Alteraciones del perfil linfoide ampliado

ajuaIpus, 31 JadiH ap awolpul euedLIBUE :
S3M 81usipusd I Js] JadiH op puls - - ouedsi 8'TT W ovd
opezijeal oN II1 AJAI - - eolseone) €91 Al 6¢€d
S3IM 8usipusd I TT'bzz ug1oaiap ap awolpuis - - eolseone) T0 W 8¢d
eued o
S3IM 81usipusd AL HTH - - -llswre-ou c0 W LEd 1
-edsiH
AJEMId Us ugidelniy III sejuasne gi7uod avd - - ealseone) 9L W 9¢d
eued
S3IM 81usipusd I 381 1adiH 8p swoipuls - - -llswe-ou 9'6 E| Sed
-edsiH
opezljeal oN III AJAI - - ealseone) g6V W 7Ed
opezljeal oN III AJAI (ouewusH) IS - ealseone) €Te E| €ed
SaWoJpuls e epeloose euedLiswe :
TXEL Ud UoeINW II puls pel odl - - -ouedsiH ¢'0 E| ced
(SyM Jod sopioaie} .
dsyM ap elouasny I SYM SOUIBIEW SO} £) IS - eoIseone) z0 W Ted
TTbzzIep II TT'bzz ugdsiap ap swoipuls - - Balsgone) TL W 0€d
d ap elouasn BuEdLIaWeE :
SYM 8p el A I SYM - - -ouedsiH 6'0 W 6¢d
opezijeal oN III AJdAI - - Balsgone) L'0T W 8¢d
M1g 8p eldussny III X1-v - - Balsgone) 8'8 W Lzd
opezjjeal oN II1 AJdI - - Balsgone) T9¢ E| 9¢d
opezijeal oN II1 avd - - Bdlseane) 8'CT W G¢d
opezijeal oN II1 ADOdI - - edlseone) €91 4 vicd




ML, et al.

Martin

SWL

SWL

SWL
SWL
SWL
SW1

SW1

SW1

SWL

SWL

sixejyoad g1y

esouanopul

esousAopuy

esouaAopuy

esousAopuy

esouaropul
ojusiwiienbal v
esouaropul

esouanopul

esousAopuy

esouaAopuy

esouanopuy

eaueindqns

eaueindqnsg

ojuaiwiienbal v

esousAopuy

esouanopuy

esouaAopuy

eunngojSewwen

peprunw
-ul B] 9p SOJBUU| S10113

113

113

uoldeWeyUI0INY

qv

au

-nwulolne ejuadoioig
aunwuiojne

JBUIISBIUI UQIDIOSTE]R N

BOYOIIE SI}IISED

o3

Iss

+++ SQWO0) ‘TYHY

ojoWliyseH ap s

BIOA
-9s  eluad-o0300quol}
‘“++++ SQqWO00) ‘IVHY

++ SqUWO00)
‘sejuadoll)

pepilunwujoyny

selojelidsay
sellojelidsay

selojelidsay

sellojelidsay

SISODIWODIUO ‘Sajeu
-el1ad sosedsqe ‘seliojelidsay

1eJ0 19n3nw ‘seliolelidsay

selojelidsay

seleuln

selojelidsay
seauein)d

seuolelidsay

$91B)N20 ‘seliojelidsay

seojwalsls ‘seiojelidsay

sellojelidsay

sellojelidsay
sajeulIsajulod}
-seg ‘seauelnd ‘senojelidsoy

S9)uaLINIA
SaU01293juT

qv

JeUIISaIUI pepIUNWUIOINY
esoojuiad ejwauy
segnJlan ‘ewsy

ejuadolinaN
pepisaqo ‘sow
-sedsaoouolq ‘ewaddd ‘vy

owsliploiiiodiH
OAI}IUS0D OSel1aY

©21UQID BALIBIQ

a1uajlsisiad ans) ewse ‘eleq
e|e; ‘onuaduod AWD Jod eiey
-900J0IW ‘OAIUS0D Osellay
eisnoeodly ‘va

‘epelapow ajusisisiad ewsy

elRUBWINE BISID)Y

93] BUWISY

ejredojngn; ‘efeq eneL

BIIUQID Ballelqg

VY ‘01onas ewse ‘eleq ejjel

02130]0.4nau

0uLI0]SEl] ‘UgIon|3ap ap ou.o}

-sell  “edaAs8s uoldlInuseq

se|sejoainbuolg

seleSew

-0492SIA  ‘eluadoldlq  ‘ejred

-ojeday ‘eaurelp ‘pepiseqo

eUSIEW OU UQIdeIB)!)

-oidoyul) ‘oipaw ap o1&y ‘eleq

ejjel  ‘seleSswoladsIn - ‘Ya

sepejoose

sapepaw.iajuz

©2IUQID BALIEIP ‘Se)e
selio1el1dsal Sauo[o2aju]

S8jusa.indal sejuownanN

S9jualindal SaU0Id23ju]

S91ua.lindal SaU0Id23ju]
S91us.lindal Sau0Idd8ju]
Sajuallndal sejuownanN

0213BWOo}UISY

ejwadlesodiy ‘eferd
-wo2 ejugsuod enjedolpie)

S91ua.lindal SaU0Idd3ju]

0o1des yooys
‘aWelIap Uod BlUOWNaN

S9jua.lindal SauU0Id23ju]

IVHY
‘lediA siITeyeoUS ‘sisdas

9]ua1INdal BIPAW SIHI0

BIDASS Y

sepeundns si3i30
‘s@1U8.44Nd8l sejuownau ‘yq

saunwuloine sejuadoy)

ejuadoiinau ‘sa)

-eAISUIS selaoIn ‘ejuowinau
‘opeSuojoid |1igay swolpuls
S3.1e)N20

‘sellojel|dsal Sau0Id9juT
1eioey} odijousy
‘ejwad)edodiy ‘efejdwod
eua8uoo enjedolpie)

Sajua.indal sejuownaN

S8jua.indal sejuownanN

saunwujoine sejuadoid
‘S91U8.14NJ8. SejuownaN

Sses|ul]d sauoldelsajiuey

ced

Tcd

ocd

6Td

8Td

*LTd

9Td

STd

vTd

€1d

(47

TTd

0oTd

x6d

x8d

Ld

9d

Sd

vd

€d

<d

Td

ajusloed

ojuslwelelny A Sedlul)d sedlislisioele) i odpend

Rev Alerg Mex. 2024;71 (3):155-168

—
O
—




Alteraciones del perfil linfoide ampliado

dHOL U0D S81UBIIRd,, "BS0ID]N SIHI0D :N) “BIIUOID BAIFONIISCO Jeuowind pepawiajus :)0d3 ‘Beplolewnal SiiLLe [y ‘BIB|j8d pepaLLIsius )3 ‘Ual8ols op awolpuls

[[SS 'SNIA0TESBWIOND AWD ‘BUNWUIOINE BI[}0WaY BILUBUE (TYHY {BUIISSIUl BlI0JRWE)UI PEpaWIaiUS (T]T ‘edISiale SIHuLl iyY {lozexolauwlefins/ewidoiawil (SN eaidole siipewsap g ‘0o110Iqiue g1y

SWL

SWL

SWL

SWL

SWL

SWL

SWL

SWL

SWL

BSOUIAOPUT

BSouaAopu3

eauBINIQgNS

BesousAopuly

ojuaiwlienbal v

BesousAopuly

BSouaAopu3

BSouaAopu3y

eaueINIgNS

esousAopuly
esousAopuly

BesouaAopuly

©21U0]09 sisodijod

na

+bto -0y

S0sSa2sqy

sellojelidsay

SeOIWISIS

sellojelidsay

seaugin)d

seliojelidsay

sellojelidsay

S91eUlI}SaluI0]
-seg ‘seauelnd ‘seljoresidsay

sellojelidsay

s9)
-eulselulolses  ‘sellojelidsay

sellojelidsay

selleuln ‘seye ‘serojelidsay

selojelidsay
seliojelidsay

sellojelidsay

selolelidsay

vy

OAljelnpew osel}
-8l ‘uglon)|3ap e) op oulolsel|
enegswouaidseoied
-8y ‘elejaooloew ‘efeq ener
BIOASS UQIDLIINUSEQ

SIS0DIW
-0}0 ‘sopiinbpe sopnge sew
-opaoidue  ‘seisejosinbuolg

uoIoN|3ap ) us oulolsel|

owslploJizesedodiy

ana) BWSE ‘ya
‘e|qey |op OUIOISBI} ‘SaIluly
-59 9P 10J3U09 Uls ‘eIsnoeodiH

012A8s JeInbuolq ewse
‘sijiduluaw ‘jejeuoau sisdes
BWISE “eWd229 VY
‘wnso13njuoo oosnjow
‘sisoyjisesedolajua  ‘ej@dlIeA

00d3

sisoquioJ} ‘elw
-adijsip ‘renelte ugisuaiadiy

S81ualindal s0sadsqy

91ua.Indal elpaw
s1}130 ‘eluadoyooquiol |
1eloey odizousy
‘ejwaolesodly ‘efejdwod
e1u9Buod ejjedoipie)

02131008ej0WAY BWOIPUIS

S8jualindal sejuownaN

SeaueInNd SauoIddaUl
-91(j0S U0 0JoASS BWSI03

S81ua.lndal Sau0Id28ju]

S9}U8.INda. S8U0IDd8UT
uoQIS|NAUOD

‘elloyelidsal pennoyip
“BIWIBPOI}IIS 02101820450}
owisljoqelaw |ap ugloeiaye
‘owsipiodiyesedodiy
oulalul olpawl jop
ouJlojsedy ‘ejuadoydiq ‘ef
-91dWw 02 J1Igae UQIS|NAUOD
OAl}eINp

-ew oseJjal ‘ejzedoipie)
eluadolenbeld ‘ans)
eWad29 ‘Sa3uaIINal S
-ajua0.3se3 A sejuownan

S8lualindal sauol1dd8ju]

[awlelsp uod ejuownsN

S81ua.lndal Sauol1dd8ju]
Sajua.lindal sejuownaN

S8luallindal Sauoldd8ju]

Saluallndal SauO0Iddaju]

ovd

6€d

8¢€d

LEd

*x9€d

S€d

ved

€&d

ced

xT€d

0ed

x6¢d

8¢d

Led

9¢d
sed
ved

€¢d

Rev Alerg Mex. 2024;71 (3):155-168

(9]
O
—




Martin ML, et al.

Cuadro 5. Frecuencia y porcentaje de alteraciones en las subpoblaciones en el perfil linfoide ampliado

LiB PreCG Mem s/s Memc/s
16 12 22 24
40% 30% 55% 60%
LiT CD3+ LiT CD4+ LiT CD8+ LiT DN LiT y/0+
14 17 17 18 11
35% 43% 45% 30% 28%
) CD4+n CD4+ MC CD4 + ME CD4+ 45RA+
Frecl;l/oenma 25 18 12 4
63% 45% 30% 10%
CD8+n Cb8+MC CD8 +ME CD8 + 45RA+
18 14 14 8
45% 35% 35% 25%
NK
10
25%

LiB: linfocitos B; PreCG: linfocitos b pre-centro germinal; Mem s/s: linfocitos B de memoria sin switched de isotipo; Mem c/s: linfocitos B de memoria con switched
de isotipo; LiT CD3+: linfocitos T CD3+; LiT CD4+: linfocitos T CD4+; LiT CD8+: linfocitos T CD8+; LiT DN: linfocitos T CD4-/CD8-; LiT y/d+: linfocitos T y/0+; CD4+
n: linfocitos T CD4+ naive; CD4+ MC: linfocitos T CD4+ memoria central; CD4+ ME: linfocitos T CD4+ memoria efectora; CD4+ 45RA+: linfocitos T CD4+ memoria
efectora terminalmente diferenciados 45RA+; CD8+ n: linfocitos T CD8+ naive; CD8+ MC: linfocitos T CD8+ memoria central; CD8+ ME: linfocitos T CD8+ memo-
ria efectora; CD8+ 45RA+: linfocitos T CD8+ memoria efectora terminalmente diferenciados 45RA+; NK: células Natural Killer.

Andlisis de correspondencia
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Figura 1. Andlisis de correspondencia.

LiB: Linfocitos B; PreCG: Linfocitos B pre-centro germinal; MemoriaSinSwitch: linfocitos B de memoria sin switched de isotipo; Memoria-
ConSwitch: linfocitos B de memoria con switched de isotipo; LITCD3: Linfocitos T CD3+; LiTCD4: Linfocitos T CD4+; LiTCD8: Linfocitos T
CD8+; LiTDN: linfocitos T CD4-/CD8-; LiTgd: linfocitos T y/6+; CéINK: células Natural Killer; CD4Naive: linfocitos T CD4+ naive; CD4MC: linfo-
citos T CD4+ memoria central; CD4ME: Linfocitos T CD4+ memoria efectora; CD445RA: Linfocitos T CD4+ Memoria Efectora terminalmente
diferenciados 45RA+; CD8Naive: linfocitos T CD8+ naive; CD8MC: linfocitos T CD8+ memoria central; CD8ME: linfocitos T CD8+ memoria
efectora; CD845RA: linfocitos T CD8+ memoria efectora terminalmente diferenciados 45RA+; Sanos_EII: controles vs casos.
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Los pacientes 29 y 31 (con sindrome de Wiskott-Aldrich)
expresaron signos de activacion en los linfocitos T (dis-
minucion de CD4+n, CD8+n y CD8+ MC y aumento de
CD8+ ME), hallazgos consistentes con la bibliografia.*®

El caso 13, con mutacion en POLE, reporté inmunode-
ficiencia combinada, con cifras bajas de linfocitos B y
signos de activacion de linfocitos T CD8+, hallazgos si-
milares a los encontrados por Frugoni y sus colabora-
dores.*® Dos pacientes con sindrome de Hiper-IgE (sin
diagndstico genético) informaron diferencia en la cito-
metria de flujo y segun lo expuesto en la bibliografia.
La ausencia del diagnéstico molecular puede explicar
estas diferencias en el perfil linfoide ampliado compa-
rado con otros estudios, que reportan disminucién de
linfocitos B Mem, hecho no observado en este estudio.’*

El grupo III (IUIS), el més prevalente entre las 10 ca-
tegorias, representd el 50% de los casos con errores
innatos de la inmunidad de nuestra cohorte, respal-
dado por la bibliografia.> Este grupo es heterogéneo;
la evaluacion de las subpoblaciones de linfocitos B es
critica para caracterizar pacientes con deficiencia pre-
dominante de anticuerpos (PAD).* Las alteraciones
en las subpoblaciones son conocidas, principalmente
en pacientes con inmunodeficiencia comudn variable
(IDCV). En este estudio se diagnosticaron 15 casos
con este trastorno, siendo el error innato de la inmu-
nidad sintomatico mas frecuente, como se describe
en todo el mundo.®?° La subpoblacién de Mem c/s
fue la mas afectada (n = 13/15), pues se observaron
valores bajos, y respaldan el diagnostico.37.1517:21.22.23
Nuestros hallazgos resaltan anormalidades en otras
subpoblaciones de linfocitos B; 6 pacientes tuvieron
disminucion de linfocitos B, 4 de PreCG y 11 de Mem
s/s. Es importante considerar otras anormalidades de
los linfocitos B en el contexto de la inmunodeficiencia
comun variable, como sugiere la definicion de Ame-
ratunga o el consenso internacional de IDCV.2425 Al
evaluar los linfocitos T se destaca la disminucién de
CD4+n en el 80% de los pacientes (n = 12/15), similar
a lo expuesto por otros investigadores.?*2¢27 Aunque
existe un patrén heterogéneo de anormalidades en los
linfocitos T del grupo de inmunodeficiencia comun va-
riable, resaltan la disminucién de LiT CD3+, LiT CD4+,
CD4+ MC, CD8+nyelaumento de LiT CD8+y CD8+ME,
alteraciones documentadas en otros ensayos.1%:2326:27
Resulta interesante la expansién de ciertas poblacio-
nes en los pacientes 1y 34. P1 evidenciaba aumento

@0

BY NC

de CD4+MC, CD4+ME y CD4+45RA+, se caracterizd
por debutar a temprana edad y manifestar diversos
sintomas. El paciente 34 mostré un incremento en los
linfocitos T CD8+, CD8+ ME y CD8+45RA+, con infec-
ciones recurrentes y otras complicaciones. Attardi y
su grupo sugieren que la expansion de los linfocitos
terminalmente diferenciados puede asociarse con un
curso clinico mas grave, como sucedio en estos dos
pacientes.*? Los casos 23, 26, 28 y 39 expresaron
un inmunofenotipo mas cercano a inmunodeficiencia
combinada: linfocitos T CD3+ y NK disminuidos, pro-
porcionando una pista para el seguimiento mas pro-
fundo en estos casos.

El paciente 27, con diagnostico de agammaglobuline-
mia ligada al cromosoma X, reporté un fenotipo con
células naive y marcada disminucion en linfocitos B,
hallazgo tipico en esta enfermedad.”*17 E| paciente
36, con diagnostico de sindrome de p1106 activado,
debido a la mutacién autosomica dominante con ga-
nancia de la funcién en el gen PIK3CD, se asocié con
anormalidades en la diferenciacion de células By T,
simulando un fenotipo similar al de inmunodeficiencia
comun variable.*>%32¢ | a citometria de flujo de este pa-
ciente reflejé un claro fenotipo de activacion-memoria,
indicando el papel crucial de la via PI3K3 en el desa-
rrollo de linfocitos B y regulacion de la maduracion de
linfocitos T naive.*®>?® Aunque la deficiencia predomi-
nante de anticuerpos resulta de la produccién defecti-
va de anticuerpos, los estudios demuestran alteracio-
nes en los linfocitos T y NK, como se observd en los
casos 3,5y 25.11

Respecto al Grupo IV, el paciente 7 tenia una muta-
cion autosdmica recesiva en LRBA. El analisis de sub-
poblaciones de linfocitos coincide con la bibliografia.
Diversos investigadores describen hallazgos similares
en las poblaciones linfoides B.1>272930 La disminucion
de Mem s/s y c¢/s sugiere un desorden de IDCV-like,
clinicamente reflejado en el paciente, con manifesta-
cion de citopenias autoinmunes severas.” El perfil de
maduracién de los linfocitos T mostré valores eleva-
dos de CD4+MC, también detectados por Habibi y sus
colaboradores en el 52% de los pacientes con esta de-
ficiencia.®°

Las limitaciones de este estudio se correlacionan al in-

terpretar los resultados. Obtener un grupo control de
pacientes pediatricos sanos es desafiante, debido a la

Rev Alerg Mex. 2024;71 (3):155-168
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escasez de una poblacién de referencia, sin afecciones
médicas preexistentes, lo que dificulta la evaluacién
precisa de los resultados y la extrapolacién de conclu-
siones en el contexto pediatrico. Aunque el perfil linfoi-
de ampliado mediante PIDOT es valioso en la deteccion
de errores innatos de la inmunidad, la capacidad para
analizar las subpoblaciones de linfocitos T o B es limi-
tada. La tercera limitacion se encuentra en la rareza,
complejidad y heterogeneidad de los errores innatos de
la inmunidad, lo que restringe el tamano de la muestra
para llevar a cabo analisis estadisticos mas robustos.

CONCLUSION

Este estudio aporta a nuestra comprensiéon de los
errores innatos de la inmunidad, el analisis y asocia-
cion con la alteracién del perfil linfoide ampliado en 40
pacientes. Los hallazgos resaltan la heterogeneidad y
complejidad de los errores innatos de la inmunidad,
ademas de la utilidad de la citometria de flujo en el
diagnostico y caracterizacion.

Los resultados revelan diferencias significativas en el in-
munofenotipo de pacientes con errores innatos de la in-
munidad comparados con los controles sanos. Entre las
variables analizadas, Mem s/s y CD4+n destacan como
marcadores relevantes para el diagndstico de errores in-
natos de la inmunidad. La heterogeneidad en las manifes-
taciones clinicas, y en la citometria de flujo, recalcan la im-
portancia de evaluar a cada paciente de forma individual.

Aunque la genética desempena un papel decisivo en
el diagnostico de errores innatos de la inmunidad, el
tubo PIDOT (mediante la citometria de flujo) comple-
menta la evaluacion de la repercusion de las alteracio-
nes genéticas en el sistema inmunoloégico. A pesar de
las limitaciones, este estudio subraya la importancia
de evaluar integralmente el perfil linfoide ampliado en
pacientes con errores innatos de la inmunidad y des-
taca la utilidad de la citometria de flujo. Se espera que
estos hallazgos mejoren el diagndstico y el tratamien-
to de los pacientes con errores innatos de la inmuni-
dad para su beneficio.
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