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naturales durante infecciones recurrentes o graves

Isaura P. Sanchez', Lucia C. Leal-Esteban', Julio C. Orrego-Arango’, Carlos G. Garcés-Samudio?,
Ruben Dario Gémez-Arias®, Jose Luis Franco',Claudia M. Trujillo-Vargas'

' Grupo de Inmunodeficiencias Primarias, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia
2 Infectologia Pediatrica, Hospital Pablo Tobon Uribe, Medellin, Colombia
8 Facultad Nacional de Salud Publica, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

Introduccion. Existen pocos datos sobre los defectos que afectan el desarrollo y funciéon de los
linfocitos asesinos naturales (natural killers, NK) en pacientes con un incremento anormal en la
recurrencia de infecciones.

Objetivo. Realizar una evaluacion sistematica de las diferentes subpoblaciones y la funcién de estas
células en pacientes con infecciones recurrentes.

Materiales y métodos. Se incluyeron 20 pacientes con infecciones graves o recurrentes y se analizaron
las subpoblaciones y la respuesta citotdxica de los linfocitos NK en sangre periférica. Los resultados de
los pacientes se compararon con controles sanos pareados por edad y sexo.

Resultados. Los pacientes con episodios infecciosos activos presentaron anormalidades transitorias
en el porcentaje o el nUmero absoluto de linfocitos NK. Se caracterizaron, ademas, cinco pacientes con
alteraciones persistentes en la distribucién de las subpoblaciones de linfocitos NK. Estas alteraciones
se debieron principalmente a la disminucién de células CD569m™CD169", Se evidenciaron, también,
defectos en la funciéon de los linfocitos NK en algunos de nuestros pacientes; sin embargo, estas
alteraciones fueron transitorias y se asociaron principalmente a la fase activa de la enfermedad.
Conclusiones. Nuestros resultados evidencian defectos transitorios en el niumero y funcién de los
linfocitos NK en pacientes con infecciones recurrentes o graves, ademas de alteraciones persistentes
en los LNK CD569mCD1619" en algunos individuos. Es necesario profundizar en los mecanismos que
conllevan al desarrollo de estos defectos inmunes y estudiar como estas alteraciones influyen en la
respuesta inmune.

Palabras clave: células asesinas naturales, subgrupos linfocitarios, pruebas inmunoldgicas de
citotoxicidad, infeccién.
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Variation in NK cell number and function in individuals with recurrent or severe infections

Introduction: The information about defects affecting natural killer cell (NK) development and activity
in patients with an abnormal increase of recurrent infections is scarce.

Objective: To perform a systematic analysis of NK abnormalities in patients with recurrent infections.
Materials and methods: Our study enrolled twenty patients with severe or recurrent viral infections.
Natural killer cell subsets, surface receptors expression and cytotoxicity were analyzed. Results were
compared with those from age- and sex-matched healthy controls.

Results: Transient alterations were observed in the percentages and absolute numbers of NK cells
in patients with infection active episodes. We also described five patients with stable disturbances
in the distribution of NK cell subpopulations. These defects are mainly due to a decrease in the
CD569mCD16*e" cells in peripheral blood. In addition, NK cell function abnormalities were observed in
some patients, however, those were always transient and mainly associated to active disease.
Conclusions: These findings demonstrate transient alterations in the percentages and absolute
numbers of NK cells in patients with recurrent or severe infection. Also, stable disturbances in
CD569mCD169" NK cells are observed in these patients. Nevertheless, these parameters must
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Linfocitos NK en infecciones recurrentes o graves

be thoroughly studied to determine the mechanisms that entail these immune abnormalities and

investigate how they alter the immune response.

Keys words: Killer cells, natural; lymphocyte subsets; cytotoxicity tests, immunologic; infection.
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Los linfocitos asesinos naturales (natural killer,
NK) representan una poblacion de linfocitos
efectores de la inmunidad innata con un papel
critico en la respuesta temprana contra las
infecciones intracelulares y células tumorales
(1). Estos linfocitos median diferentes funciones
que incluyen citotoxicidad natural, citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos, produccion
de quimiocinas y citocinas inmunorreguladoras y
coestimulacién de otras células inmunes para su
activacion y funcién, lo cual las convierte en un
vinculo de interaccién entre la inmunidad innata y
la adaptativa (2,3).

Luego de su desarrollo en la médula 6sea, los
linfocitos NK migran a la sangre periférica donde
constituyen de 5 a 20 % de los linfocitos totales
dependiendo de la edad (2). El 90 % de estas
células en sangre periférica expresa niveles
intermedios de CD56 y altos de CD16 (CD564m
CD16°7e") en la membrana, asi como de perforinas
intracelulares, ademas de poseer una amplia
capacidad citotéxica (1,2,4). Por otra parte, el 10
% restante expresa niveles altos de CD56 y bajos
o ausentes de CD16 (CD569"CD169™") y de
perforinas, exhibiendo poca actividad citotoxica.
Esta subpoblacién, sin embargo, produce niveles
elevados de IFN-y en respuesta a la estimulacion
con citocinas como la IL-12 (4-6). La expresion
diferencial de los receptores CD56 y CD16 en la
membrana entre estas dos subpoblaciones de
linfocitos NK indica que representan dos grupos
de células funcionalmente distintas (4-6). Se
han descrito, ademas, otras subpoblaciones de
linfocitos NK basadas en la expresion de CD56
y CD16 (células CD56%™ CD16- y CD56:CD16"),
sin embargo, su relevancia funcional aun no es
totalmente clara (7).

La importancia de la participacion de los linfocitos
NK en la respuesta inmune se ha demostrado por
defectos genéticos que conllevan deficiencias de
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estas células y que incluyen tanto deficiencias
exclusivas de los linfocitos NK como aquellas
que hacen parte de un defecto inmunolégico mas
generalizado (8,9). En el grupo de deficiencias
exclusivas de linfocitos NK se han reportado
algunos casos de deficiencias absolutas, las cuales
se definen por la ausencia absoluta y persistente
de estas células en todos los tejidos (10-14). Por
su parte, las deficiencias funcionales de linfocitos
NK se caracterizan por valores absolutos
normales en sangre periférica y tejidos, con
defectos principalmente en la actividad citotoxica
de estas células (15-18). Los genes responsables
de estos defectos no se han identificado en la
mayoria de los casos (19,20). Los pacientes
con estas deficiencias tienen mayor propension
a infecciones virales graves, principalmente por
el virus de Epstein Barr (EBV), herpes simple
(HSV), molusco contagioso, varicela zoster
(VZV), citomegalovirus (CMV) y, ocasionalmente,
también a bacterias como Hemophilus influenzae,
Streptococcus pneumoniae, Staphylococccus
aureus, el bacilo de Calmette-Guérin e infecciones
fungicas invasivas (10,11,15-18).

Por otra parte, existen inmunodeficiencias
primarias en las cuales el espectro de defectos
genéticos incluye alteraciones en el desarrollo y
funcion de los linfocitos NK. Entre ellas tenemos la
inmunodeficiencia grave combinada, la deficiencia
del complejo mayor de histocompatibilidad de clase
I, la deficiencia de adhesién leucocitaria de tipo I,
la agammaglobulinemia ligada al cromosoma X o
la inmunodeficiencia comun variable, y sindromes
linfoproliferativos y hemofagociticos, entre otros
(21-27). Los pacientes afectados no sélo
presentan vulnerabilidad aumentada a infecciones
virales y neoplasias malignas sino que también
exhiben infecciones bacterianas recurrentes
y enfermedades hematopoyéticas (21-27).
Ademas, existen otras alteraciones que resultan
en deficiencias de la funcion de los linfocitos NK
tales como el xeroderma pigmentoso causado
por mutaciones en el gen XPA (28), el sindrome
de Bloom, por mutaciones en el gen BLM (29) y la
anemia de Fanconi causada por defectos en los
genes FANCA-G (30). Aunque estos pacientes
tienden a presentar principalmente neoplasias,
también son propensos a infecciones respiratorias
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y a aquellas inducidas por el virus del papiloma
humano (HPV) (29,30). Lo anterior demuestra que
las anormalidades inmunes en los linfocitos NK de
pacientes con sospecha de inmunodeficiencias
primarias son un hallazgo frecuente y sugiere la
necesidad de evaluar su ndmero y funcién para
establecer patrones de vulnerabilidad a ciertos
microorganismos.

El presente estudio incluyé a 20 pacientes con
infecciones graves o recurrentes y con sospecha
de inmunodeficiencias primarias. Se evalué el
porcentaje, numero absoluto, subpoblaciones,
expresion de perforinas, funcion citotoxica,
translocacion de CD107a en los linfocitos NK de
pacientes y controles sanos pareados por edad y
sexo mediante citometria de flujo. Estd demostrado
que muchas enfermedades pueden afectar el
numero y funcién de los linfocitos NK en humanos,
pero se requiere una evaluacion rigurosa de estas
alteraciones para confirmar si son estables en el
tiempo y si se asocian con alteraciones genéticas.

Materiales y métodos
Muestras de sangre de pacientes y controles

Se recolectaron muestras de sangre periférica con
heparina de 20 pacientes con infecciones graves
o recurrentes (31,32). De estos, seis eran hombres
y 14 mujeres, ocho eran nifios menores de 12 afios
y 12 eran adultos (cuadro 1).

Los resultados de los analisis en cada uno
de los pacientes se compararon con los de
controles sanos pareados por edad y sexo. Ocho
pacientes (1 a 8) presentaban infecciones orales
o faciales por HSV recurrentes y diagnosticadas
clinicamente, cinco (9 a 13) padecian de
infecciones recurrentes genitales por HSV, tres
(14 a 16) tenian infecciones graves por EBV con
cargas virales en sangre mayores a 10.000 copias/
ml, dos pacientes (17 y 18) presentaban verrugas
vulgares por HPV y otros dos pacientes (19 y 20)
presentaban diversas infecciones recurrentes,
principalmente neumonias, pero sin diagndstico
clinico definido.

El estado clinico de los pacientes en el momento de
la evaluacion del namero y funcién de los linfocitos
NK fue variable, algunos presentaban infecciones
activas y estaban hospitalizados y otros estaban
en estado de remisién (cuadro 1). Cuando las
evaluaciones iniciales realizadas a los pacientes
se encontraban alteradas, se realizd seguimiento
para determinar si estas eran constantes en el
tiempo (cuadro 1).
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Cuantificacién del niamero y subpoblaciones
de linfocitos NK y expresion de perforina por
citometria de flujo

El nimero absoluto de neutréfilos, eosindfilos,
linfocitos totales y monocitos se calculdé sobre la
base de un conteo total y diferencial de células
en extendido de sangre periférica usando la
coloracion de Wright y microscopia convencional.
El porcentaje, numero absoluto y fenotipo de las
subpoblaciones de linfocitos NK (CD3-/CD16+/
CD56+) se cuantifico por citometria de flujo
empleando anticuerpos monoclonales conjugados
con diferentes fluorocromos para los marcadores
de superficie CD3/CD19-APC, CD14-PerCP, CD16-
FITC, CD56-PeCy7 (Becton Dickinson BD, San
Jose, CA). La sangre periférica (100 pl) se incubd
con los correspondientes anticuerpos monoclonales
por 20 minutos a temperatura ambiente en la
oscuridad. Seguidamente, se lisaron los eritrocitos
por incubacién con solucién de lisis 1X (Becton
Dickinson BD, San Jose, CA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Finalmente, las células
se fijaron con 250 pl de formaldehido al 2 %.

La deteccién de perforinas intracelulares se realizo
por incubacion de 100 pl de sangre periférica con
250 pl de solucién tampdén cytofix/cytoperm (Becton
Dickinson BD, San Jose, CA) por 20 minutos a 4
°C, seguida por dos lavados con solucién perm/
wash (Becton Dickinson BD, San Jose, CA).
Inmediatamente se adicionaron anticuerpos
monoclonales antiperforina o el control de isotipo
conjugado con ficoeritrina a las muestras y se
incubaron por 30 minutos a 4 °C. Luego de tres
lavados con solucién perm/wash, las células se
resuspendieron en PBS + 1% de SBF. Las lecturas
de citometria de flujo se realizaron en un citémetro
FacsCanto Il y los andlisis se hicieron con el software
FlowJo V8-2 (TreeStar, Inc. Ashland, OR, USA).

Para el analisis se seleccionaron, en primer lugar,
los linfocitos segun las caracteristicas de tamafio
versus granularidad, excluyendo del andlisis los
monocitos (CD14+), los linfocitos T (CD3+) y B
(CD19+). Finalmente, las células restantes se
analizaron para determinar las subpoblaciones de
linfocitos NK CD569mCD16vant, CD569CD169™",
CD569™ CD16" y CD56'CD16* de acuerdo con la
expresion diferencial de CD16 y CD56, asi como la
expresion intracelular de perforinas.

Ensayo de citotoxicidad

Para evaluar la respuesta citotéxica en los
linfocitos NK, se realizé un ensayo de mortalidad
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Cuadro 1. Parametros clinicos de los pacientes estudiados

Linfocitos NK en infecciones recurrentes o graves

Paciente Edad Sexo Caracteristicas clinicas Estado clinico al momento
(afos) de la evaluacioén
1 23 F Aftas orales recurrentes A. Enfermedad activa
B. En remisién
2 17 F Rinitis y asma alérgico Enfermedad activa por HSV
Herpes facial recurrente
3 9 Herpes oral recurrente Enfermedad activa
5 F Estomatitis herpética a los 10 meses En remisién
de edad, herpes ocular a los dos afios
5 7 F Herpes oral y facial recurrente desde los En remision
tres meses de edad
6 13 F Aftas orales recurrentes, inmunodeficiencia comin En remision de las aftas orales
variable, bajo terapia con inmunoglobulina intravenosa
7, 7 F Herpes ocular recurrente y grave desde los En remision de la infeccion por HSV
tres afnos, sin respuesta al tratamiento con aciclovir. bajo tratamiento con vanciclovir
o 39 F Herpes recurrentes en cuello, espalda, cara y pecho En remisién bajo tratamiento con aciclovir
9 27 Micosis ungular a los 15 afos, herpes genital En remisién de la infeccion por HSV
recurrente desde los 24 afios
10 66 F Herpes genital recurrente desde los 56 afios Enfermedad activa bajo tratamiento
con aciclovir
1 64 F Herpes genital recurrente desde los 44 afios, A. Enfermedad activa
micosis ungular en el ultimo afio B. En remision bajo tratamiento
con aciclovir
12 30 F Herpes genital recurrente y encefalitis herpética, A. Enfermedad activa por herpes genital
enfermedad diarreica aguda, otitis media aguda, y encefalitis herpética
asma, rinitis, amigdalitis, infecciones por el virus B. En remision bajo tratamiento
de la rubeola, sarampioén, varicela, paperas. con aciclovir
13, 52 M Tres episodios de herpes genital recurrente En remisién bajo tratamiento con aciclovir
14 7 M Bronconeumonia a los seis meses de edad, A. Enfermedad activa por EBV
infeccién grave por EBV, autismo B. En remision
15 14 F Infeccién grave por EBV En remision
16, 2 F Infeccién grave por EBV Enfermedad activa
17 14 F Verrugas vulgares en piel desde los 11 afios, Verrugas vulgares
alergia respiratoria
18, 8 F Infecciones por papiloma virus, EBV, HSV, En remisién de la infeccion
deficiencia de IgA, bajo terapia con por papiloma virus
inmunoglobulina intravenosa
19 13 M Infecciones recurrentes desde los dos meses: A. Enfermedad activa. Gastritis y

duodenitis, bronquiolitis, neumonia, sinusitis

sinusitis crénica. B. En remisién

cronica, otitis media aguda, tuberculosis muscular
(BAAR+), gastritis crénica con eséfago de Barret,

para las siguientes cuatro evaluaciones
del nimero de linfocitos NK

hidronefrosis derecha, sinusitis crénica, infeccién

por VZV no complicada

Quince de los pacientes incluidos procedian de Medellin, Antioquia. Los subindices indican la procedencia de los cinco pacientes restantes: (a) Cali, Valle;
(b) Ibagué, Tolima; (c) Manizales, Caldas; (d) Don Matias, Antioquia; (e) Barranquilla, Atlantico.
HSV: virus del herpes simple; EBV: virus de Epstein Barr; HPV: virus del papiloma humano; VZV: virus de varicela zoster; BAAR: bacilos acido-

alcohol resistentes

En algunos de los pacientes se hizo seguimiento de las evaluaciones en diferentes momentos de su estado clinico: A: estado de enfermedad activa,

B: estado de remisién.

usando éster succinimidil de diacetato de 5,6-
carboxifluoresceina (CFSE) (Invitrogen™, Carlsbad,
CA, USA) en 11 de los pacientes evaluados.
S6lo en una oportunidad, en el paciente 12, se
utilizé perclorato de 3,3-dioctadecil carbocianina
(DIOC18) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)
para marcar las células blanco (linea celular K562
de eritroleucemia humana) y yoduro de propidio

(Becton Dickinson BD, San Jose, CA) para evaluar
la mortalidad de estas células. Los ensayos usando
CFSE y DIOC18 son comparables de acuerdo
con los controles incluidos en los experimentos.
Las células mononucleares de sangre periférica
se estimularon en presencia o no de IL-2 e IL-
15 recombinante humana (25 ng/ml) (Becton
Dickinson BD, San Jose, CA) y se incubaron a
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37 °C y CO, por 24 horas. Seguidamente, estas
células se expusieron a células blanco K562
marcadas con CFSE o DIOC18 durante 4 horas
a 37 °C y 5 % de CO, en diferentes proporciones
efector: blanco. Luego, se adicionaron 4 pl de
solucién de yoduro de propidio (50 pg/ml) a las
células, y se analizaron en un citémetro de flujo
Epics XL (Beckman Coulter, Brea, CA, USA).
Los niveles de citotoxicidad se expresaron como
el porcentaje de células blanco K562 CFSE+ o
DIOC18+/IP+ después de la normalizacion de
los datos debido a la muerte celular espontanea
(células blanco K562 CFSE+ o DIOC18+/IP+
incubadas en medio de cultivo solamente).

Ensayo de translocacion de CD107a

El CD107a es una molécula presente en la
membrana de los granulos citotoxicos de los
linfocitos NK y linfocitos T CD8+ en reposo que
se transloca a la membrana celular luego de la
estimulacién. La translocacion de esta molécula
permite evaluar la capacidad de fusion de los
granulos citotdxicos con la membrana celular de
los linfocitos NK, lo cual descarta defectos en la
degranulacion de las células citotéxicas de los
pacientes (33,34). Para evaluar la translocacién de
CD107a a la superficie celular se emplearon células
mononucleares de sangre periférica en todos los
pacientes y linfocitos NK purificados por seleccion
negativa con perlas magnéticas (Invitrogen™/
Dynal, Oslo-Norway) en el paciente 14. Luego de
24 horas de cultivo con o sin estimulacién previa
con IL-2 e IL-15 como se describi6 anteriormente,
las células mononucleares de sangre periférica o
linfocitos NK se expusieron a las células blanco
K562 en una proporcién 1:1 en presencia del
anticuerpo monoclonal anti-CD107a-PeCy5 (BD)
durante tres horas a 37°Cy 5 % CO2. Para evitar el
reingreso de las moléculas de CD107a expuestas
en la membrana se adicioné 0,5 pl de solucidon
GolgiStop™ (Becton Dickinson BD, San Jose, CA)
al cultivo después de una hora de incubacion.
La translocacion espontanea de CD107a se
evalué en las células mononucleares de sangre
periférica o linfocitos NK cultivados sin ningun
estimulo. Finalmente, después de un lavado con
PBS (Sigma-Aldrich), las células se marcaron con
anticuerpos monoclonales anti-CD56/CD16-FITC,
anti-CD3/CD19-APC y anti-CD14-pacific blue
para ser analizadas en un citémetro FacsCanto Il
(Becton Dickinson BD, San Jose, CA). La expresién
de CD107a en superficie se evalué en los LNK
CDS3-/CD19-/CD14-/CD16+/CD56+ en el software
FlowdJo, verion 8-2.
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Analisis estadistico

Las diferencias en los porcentajes y nUmeros
absolutos de linfocitos NK en sangre periférica
de pacientes y controles se analizaron utilizando
la prueba de Mann Withney. Para asociar las
variaciones en los porcentajes de las diferentes
subpoblaciones de linfocitos NK en sangre periférica
de pacientes y controles se utilizd el coeficiente
de correlacion de Spearman. Para comparar la
respuesta citotéxica y translocacion de CD107a
en linfocitos NK de sangre periférica de pacientes
y controles se us6 la prueba Kruskal-Wallis. Se
considerd significativo un valor de p<0,05. Los
andlisis estadisticos se realizaron utilizando el
software GraphPad Prism, version 5.0.

Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité de
Bioética de la Universidad de Antioquia y se
obtuvieron los consentimientos informados tanto
de los pacientes, de sus padres (en el caso de
pacientes menores de edad) y de las personas
sanas que sirvieron de controles.

Resultados

Las variaciones en el porcentaje y namero
absoluto de los linfocitos NK son frecuentes
pero transitorias en pacientes con infecciones
recurrentes o graves.

La cuantificacién del porcentaje y nimero absoluto
de linfocitos NK por citometria de flujo se realiz6
en todos los pacientes incluidos en este estudio
a excepcion del paciente 14. La comparacién con
base en la prueba U de Mann Withney mostr6 que
los porcentajes y numeros absolutos de linfocitos
NK en sangre periférica estaban disminuidos en
los pacientes con episodios de infeccién activa
en comparacion con los valores de los controles
sanos (figura 1a y b) (35). Sin embargo, cuando
el analisis se realizd en aquellos pacientes en
remisién no hubo diferencias significativas entre
los valores de la media de los porcentajes y
nameros absolutos de linfocitos NK comparados
con los valores obtenidos en controles sanos
(figura 1a y b) (35). Por otra parte, al comparar el
namero de los linfocitos NK en sangre periférica
de pacientes con infecciones activas con el de
aquellos en remision, se observaron Unicamente
diferencias significativas en la media de los
porcentajes de linfocitos NK (figura 1a). No se
observaron diferencias en los nimeros absolutos
de linfocitos NK en sangre periférica entre estos
dos grupos de pacientes (figura 1b).
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Cuando se analizaron los valores de referencia de
linfocitos NK en sangre periférica reportados en la
literatura, los pacientes 1, 10, 11, 15, 17, 19 y 20
presentaron porcentajes disminuidos de linfocitos
NK en sangre periférica (35). Sin embargo, sé6lo
los pacientes 10, 11 y 19 presentaron nimeros
absolutos de estos linfocitos por debajo de los
valores normales reportados para la edad (35). En
el paciente 13, aunque el porcentaje los linfocitos
NK fue normal, el numero absoluto de estas
células en sangre periférica fue superior a los
valores normales establecidos para la edad (no se
presentan los datos) (35).

Para evaluar si las anormalidades encontradas en
nuestros pacientes eran constantes en el tiempo y
no debidas a fluctuaciones en los niveles de linfocitos
NK como resultado de variaciones hormonales o
presencia de infecciones activas, entre otros factores
(36-38), se analiz6 en varios puntos del tiempo el
porcentaje y nimero absoluto de linfocitos NK en
los pacientes 1, 10-12, 17 y 19. Las anormalidades
en el porcentaje y nUmero absoluto de linfocitos NK
en los pacientes 1, 10, 11 y 17 fueron transitorias
como lo demostré la normalizacién de estos valores
en las posteriores evaluaciones realizadas en
periodos variables de tiempo comparados con los
valores normales para la edad (figura 2a) (35). Como
control se incluy6 al paciente 12, cuyo porcentaje
y numero absoluto de linfocitos NK permanecieron

Linfocitos NK en infecciones recurrentes o graves

normales durante todas las evaluaciones (figura
2a). Ademas, estos andlisis se llevaron a cabo
en un rango de tiempo mas amplio en el paciente
19, con siete evaluaciones realizadas en periodos
variables. Aunque el paciente mostré disminucion
en el porcentaje de linfocitos NK durante la segunda,
tercera y cuarta evaluaciones con un lapso de
tiempo de 31 y 7 meses entre ellas, estos valores
se normalizaron un mes después de la cuarta
evaluacién, manteniéndose dentro de los rangos
normales para la edad hasta la ultima evaluacion
realizada (figura 2b) (35). Los numeros absolutos
de linfocitos NK en este paciente se mantuvieron
dentro de los valores normales para la edad durante
todas las evaluaciones (figura 2b). Estos resultados
demuestran que las alteraciones en los porcentajes
0 numeros absolutos de los linfocitos NK en los
pacientes incluidos en este estudio son transitorias
y estan asociadas a infecciones activas.

Las alteraciones en la distribucion de las sub-
poblaciones de los linfocitos NK CD569mCD1 6ot
son persistentes en algunos pacientes con
infecciones recurrentes.

Inicialmente se valid6 en controles sanos el analisis
para la identificacion de las cinco subpoblaciones
de linfocitos NK en sangre periférica reportadas
en la literatura (7) segln la expresién de los
marcadores CD56 y CD16 (figura 3a-d). Cuando
se analizé la distribucion de las subpoblaciones
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Figura 1. Cuantificacion del nimero y porcentaje de linfocitos NK en sangre periférica de pacientes con infecciones recurrentes o graves.
a. Porcentaje o b. numeros absolutos de linfocitos NK en sangre periférica de los pacientes incluidos en este estudio y 28 controles
sanos. Los linfocitos NK se definieron fenotipicamente como CD3-CD19-CD14-/CD16+CD56+ y los porcentajes se estimaron a
partir de los linfocitos totales. El numero absoluto de linfocitos NK se determiné a partir del recuento total y diferencial de leucocitos
en extendidos de sangre periférica y de los porcentajes de linfocitos NK que se evidenciaron en la citometria de flujo. Estas
cuantificaciones se realizaron en 10 pacientes con episodios infecciosos activos y en 13 pacientes en estado de remisién. Sin
embargo, se incluyen todas las mediciones realizadas a los pacientes, incluso aquellas que se realizaron en méas de una ocasion.
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o graves. a. Porcentaje (lineas continuas) o numeros absolutos (lineas punteadas) de linfocitos NK en sangre periférica de los
pacientes 1, 11, 12, 17 y 19 en episodios de infeccion activa y en estado de remision. b. En sangre periférica del paciente 19, en
el que se realizaron las determinaciones en siete oportunidades en el transcurso de cinco afnos. Las flechas indican los valores
alterados de los porcentajes de linfocitos NK en este paciente, segun lo reportado por Commans-Bitter WM, et al. (35).
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Figura 3. Andlisis de las subpoblaciones de linfocitos NK y correlacién entre la disminucién de los porcentajes de células CD569mCD16riet
y el aumento del porcentaje de otras subpoblaciones y permanencia de esta alteracion en enfermedad activa y remision.

Andlisis representativo de las subpoblaciones de linfocitos NK en sangre periférica de un individuo sano que incluye: a. Seleccion
de la poblacion de linfocitos de acuerdo con los parametros de tamario (FSC-A) y granularidad (SSC-A); b. Exclusion de linfocitos
T CD3+y B CD19+; c. Exclusion de monocitos CD14+, y d. Identificacién de las subpoblaciones de linfocitos NK CD56brightCD16-
(1), CD56brightCD16dim (1), CD56dimCD16- (lIl), CD56dimCD16bright (IV) y CD56-CD16+ (V). e. Correlacion entre la disminucion
de los porcentajes de las subpoblaciones de linfocitos NK CD569mCD169" y el aumento ya sea de linfocitos NK CD569"CD16 o
aquellos CD56P9"CD16™en pacientes (cuadrados) y controles (circulos). f. Porcentajes de linfocitos NK CD56°™CD16%" en SP
de los pacientes 1, 11, 12, 17 y 19 en infeccion activa y en estado de remision. La linea punteada representa el porcentaje reportado
como normal de linfocitos NK CD56¢™CD16briant,
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de linfocitos NK en nuestros pacientes, se observo
una disminucion en el porcentaje de linfocitos NK
CD569mCD16M" (menor de 90%) en los pacientes
1-8, 10-13, 16-18 y 20 (figura 3e). Este hallazgo se
correlacion6é con un aumento en el porcentaje de
linfocitos NK CD56™ CD16" en los pacientes 2-8,
10, 12, 13, 16, 18 y 20 (figura 3e). Sin embargo,
estas variaciones se observaron también en 23 de
los 28 controles sanos evaluados (figura 3e). No se
observd una correlacion entre las fluctuaciones en
los porcentajes de linfocitos NK CD569mCD 161y
los linfocitos NK CD569MCD 1674 (figura 3e).

Por su parte, en los pacientes 1y 10, la disminucién
enelporcentajedeloslinfocitos NKCD569mCD16Prignt
se correlaciond con un aumento en el porcentaje de
las células CD56:CD16" (no se presentan los datos).
Se realizé un seguimiento de las alteraciones en la
distribucion de las subpoblaciones de linfocitos NK
en los pacientes 1, 10, 11, 12, 17 y 19 (figura 3f).
El paciente 10 fue el Unico en el que los valores
se normalizaron tanto en nudmero, porcentaje y
distribucién de las subpoblaciones de linfocitos
NK en la segunda evaluacién realizada tres meses
después de la evaluacion inicial durante un fase
activa de la enfermedad, lo cual es interesante (no
se presentan los datos). Estos datos demuestran
que cinco de los pacientes incluidos en el presente
estudio mostraban alteraciones persistentes en la
distribucién de las subpoblaciones de linfocitos NK
en sangre periférica, principalmente por disminucién
en los linfocitos NK CD569mCD16%9" |y que dichas
variaciones no se presentaban necesariamente
durante la fase activa de las infecciones.

En algunos pacientes con infecciones
recurrentes por HSV se alter6 la respuesta
citotoxica de los linfocitos NK.

Paralelamente se evalud la capacidad de los
linfocitos NK para lisar células K562 in vitro por
medio de la tincién con DIOC18 (en el paciente
12) o CFSE/IP por citometria de flujo en diferentes
proporciones de efector: blanco. Esta prueba,
a diferencia de otras técnicas utilizadas para el
estudio de la citotoxicidad, permite el analisis
directo de la muerte de células blanco a nivel de
una sola célula con alta sensibilidad, especialmente
a bajas proporciones de efector:blanco (39,40)
(figura 4a-c). La evaluacion de la respuesta
citotéxica de los linfocitos NK provenientes de
células mononucleares de sangre periférica se
realiz6 en los pacientes 2, 4-8, 12, 13, 17-19.
No se observaron diferencias significativas en la
citotoxicidad de los linfocitos NK de los pacientes
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con infecciones activas y de los controles sanos
tanto en células no estimuladas como en aquellas
estimuladas con IL-2 (figura 4d) o IL-15 (no se
presentan los datos).

Para confirmar estos resultados se compar6 la
respuesta citotéxica de los linfocitos NK de estos
pacientes y de los controles sanos con aquella
observada en los linfocitos NK de un grupo
control adicional de pacientes con mutaciones
confirmadas en el gen PRF1, un defecto que
suprime la funcién citotdxica de los linfocitos NK
(41). Los resultados mostraron que la funcion
citotoxica de los linfocitos NK de los pacientes y
controles incluidos en nuestro estudio difirieron
significativamente de aquella de los pacientes
con defectos en PRF1 (figura 4d), confirmando la
integridad de la funcion citotdxica en los linfocitos
NK de los individuos incluidos en este estudio.

Cuando se analizaron los datos de manera
individual se observaron alteraciones en la
respuesta citotoxica de los linfocitos NK sélo en los
pacientes 1y 12. En el paciente 12, la citotoxicidad
de los linfocitos NK sin estimulo y bajo la estimulacion
con IL-2 (figura 4e) o IL-15 (no se presentan los
datos) estaba acentuadamente disminuida en
comparacion con lo observado en el control sano
cuando el paciente se encontraba en fase activa
de infeccién genital por HSV. Sin embargo, dos
afos después, durante la fase asintomatica de la
infeccién, evaluamos nuevamente la respuesta
citotoxica en este paciente y fue normal (figura 4e).
Los niveles de perforina se encontraban normales
en esta paciente al igual que en los otros pacientes
y controles sanos evaluados (4-9, 12, 13, 17-20).
Por su parte, en el paciente 1, aunque se observo
una buena respuesta citotéxica tras el estimulo
con IL-2 y la exposicion a las células K562, no se
observé respuesta a la IL-15 en comparacion con
los niveles de citotoxicidad basal (sin el estimulo con
citocinas) de los linfocitos NK de sangre periférica
(no se presentan los datos). Este paciente se retird
del estudio por encontrarse totalmente asintomatico
y, por lo tanto, no fue posible repetir este andlisis
para confirmar el hallazgo.

Alteracioén transitoria en la translocaciéon de
CD107a en los linfocitos NK de un paciente
con infeccion grave por EBV en respuesta a
IL-2 0 IL-15

El ensayo de translocacién de la molécula
CD107a fue validado en células no estimuladas
y en respuesta a IL-2 (figura 5a-e) o IL-15 (no
se presentan los datos) en individuos sanos y
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Figura 4. Actividad citotoxica de los linfocitos NK en sangre periférica de los pacientes incluidos en este estudio. Analisis
representativo de la muerte espontanea de células K562 marcadas con CFSE en un ensayo de citotoxicidad por incorporacion
de yoduro de propidio que incluye: a. Seleccién de la poblacién total de células; b. Discriminacién y seleccion de células K562
CFSE+ (cuadrante superior); c. Evaluacién del porcentaje de muerte de células K562 CFSE+/IP+ (cuadrante superior derecho). d.
Porcentaje de muerte en células K562 CFSE+ después de su exposicion a células mononucleares de sangre periférica estimuladas
con IL-2 por 24 horas usando diferentes proporciones efector:blanco en los pacientes 2, 4-8, 12, 13, 17-19 (cuadrados), controles
sanos (circulos) y pacientes con mutaciones en el gen PRF1 (triangulos). Resultados similares se observaron en respuesta a la
estimulacién con IL-15 en los tres grupos de individuos evaluados. e. Respuesta citotdxica de linfocitos NK contra células K562
DIOC18+ en el paciente 12 en fase activa de infeccion genital por HSV (cuadrados abiertos) y en estado de remisiéon en células
K562 CFSE+ (cuadrados cerrados) con un lapso de tiempo entre las dos evaluaciones de dos afos.

posteriormente en todos los pacientes incluidos
en este estudio. Los resultados no mostraron
diferencias significativas entre los valores de
la media de los porcentajes de linfocitos NK
CD107a+ en respuesta a la estimulacioén con IL-2
en los pacientes con infecciones activas y los
controles sanos (figura 5f).

Datos similares se observaron en células sin
estimulo o en respuesta a la estimulacion con
IL-15 en los dos grupos de individuos evaluados
(no se presentan los datos). Sélo en el paciente
14 durante su enfermedad activa, se observé
en células mononucleares de sangre periférica
una disminucién en la capacidad de los LNK
para translocar CD107a a la superficie celular
luego de su activacién con IL-2 (figura 5g) o L-15
(no se presentaron los datos) y la exposicién a
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células blanco K562. Sin embargo, al realizar el
anadlisis en LNK purificados del paciente durante
su periodo de convalecencia, tres meses después
de la evaluacién inicial, se obtuvieron valores
comparables a lo observado en estas células
en un control sano (figura 5g). De otra parte, en
células mononucleares de sangre periférica de los
pacientes 11, 15 y 18 se observé un incremento
en la expresién de CD107a en la superficie de los
linfocitos NK en comparacién con el mismo dato en
controles sanos (no se presentan los datos).

Discusion
El presente estudio incluy6 a 20 pacientes, de
los cuales 18 presentaban infecciones virales,

principalmente por HSV, EBV y HPV y dos
pacientes con numeros disminuidos de linfocitos
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Figura 5. Translocacion de CD107a en linfocitos NK de sangre periférica de los pacientes incluidos en este estudio. Analisis
representativo de la translocacion de CD107a en células mononucleares de sangre periférica estimuladas con IL-2 y expuestas a
células K562, que incluye: a. Seleccion de la poblacion de linfocitos segun los parametros de tamaro (FSC) y granularidad (SSC);
b. Exclusion de linfocitos T CD3+ y B CD19+; c. Exclusién de monocitos CD14+; d. Seleccion de linfocitos CD16/CD56+, y e.
Evaluacién del porcentaje de linfocitos NK que expresan CD107a+ (cuadrante superior derecho). f. Porcentaje de linfocitos NK que
translocaron CD107a a la superficie en células mononucleares de sangre periférica después del estimulo con IL-2 y células blanco
K562 por 24 horas en pacientes (cuadrados) y controles sanos (circulos). Resultados similares se observaron en respuesta a la
estimulacién con IL-15 en los grupos de individuos evaluados. g. Translocacién de CD107a en linfocitos NK de sangre periférica
estimulados con IL-2 del paciente 14 en una fase activa de infeccién por EBV (barra blanca, a partir de células mononucleares de
sangre periférica) y en estado de remision (barra negra, a partir de linfocitos NK purificados).
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NK'y diversas infecciones de naturaleza bacteriana
y viral. Once presentaron infecciones activas y
remisiones durante el estudio y nueve siempre
permanecieron en remision. El hallazgo mas
frecuente en estos pacientes fue la alteracién tanto
en el nimero como en el porcentaje o distribucion
de las subpoblaciones de linfocitos NK (18 de
los pacientes).

En la literatura cientifica se registran algunos
estudios encaminados a la evaluacién de los
linfocitos NK en pacientes con infecciones virales
recurrentes por HSV; sin embargo, no se han
demostrado alteraciones cuantitativas en estas
células en sangre (42,43), excepto en tres casos
de nifios con encefalitis herpética que presentaron
una reduccion importante tanto del porcentaje
como del numero absoluto de linfocitos NK en
sangre periférica (44).

Un aspecto importante en las deficiencias
exclusivas de linfocitos NK es su permanencia
en el tiempo, ya que factores exdgenos como
el uso de farmacos, el estrés psicosocial y
el ciclo menstrual en la mujer pueden afectar
temporalmente el ndmero y funcion de estas
células en sangre periférica (36-38). En los
pacientes en los que pudimos realizar varias
mediciones en sangre periférica, las variaciones
en el porcentaje y nimero absoluto de linfocitos
NK fueron transitorias, como qued6 demostrado
con la normalizaciéon de estos valores en poste-
riores evaluaciones. Con frecuencia se observé
disminuciéon en la subpoblacion de linfocitos
NK CD569mCD16s" a expensas de un aumento
en los linfocitos NK CD569"CD16-, incluso en
gran parte de los controles sanos incluidos en
el estudio.

Algunos estudios sobre la variabilidad fenotipica
y funcional de los linfocitos NK en humanos han
revelado la existencia de cinco subpoblaciones en
sangre periférica tal como lo mostraron nuestros
resultados y los de reportes previos (7,45). Se
ha demostrado que luego de la activacién de los
linfocitos NK CD569™CD169" inducida por células
blanco, se observa disminucién de la expresiéon de
CD16 mediada por metaloproteasas, adquiriendo
asi el fenotipo CD569™"CD16  (46). Es probable
que el incremento en el porcentaje de linfocitos NK
CD569mCD16 0observado en los pacientes incluidos
en este estudio se deba a un estado de activacion
de estas células debido a las infecciones virales
recurrentes o a episodios infecciosos asintomaticos
(en el caso de los controles sanos).
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Por otra parte, es importante resaltar el aumento
en el porcentaje de linfocitos NK CD56-:CD16* en
dos de nuestros pacientes con infecciones por
HSV oral y genital, respectivamente. Al respecto se
ha observado que las infecciones virales crénicas
tienen un impacto negativo sobre la funcién de los
linfocitos NK, induciendo la aparicion de linfocitos
NK con fenotipo aberrante como las células CD56
CD16*. Esta subpoblacién de linfocitos NK se
encuentra en porcentajes muy bajos en sangre
periférica de individuos sanos, pero en pacientes
con infeccion crénica por el virus de inmuno-
deficiencia humana tipo 1 (VIH-1), estas células
CD56-CD16*representan casi de 20 a 40% de todos
los linfocitos NK y de 3 a 6% de todos los linfocitos,
incremento que ocurre principalmente a expensas
de la subpoblacién de linfocitos NK CD569™ (47).
Este mismo fenotipo se ha observado en pacientes
con infeccién crénica por virus de la hepatitis C
(HCV), pero con valores de linfocitos NK CD56
CD16*no tan aumentados como los observados en
pacientes con VIH-1 (47). Un aspecto importante
de la funcion de los LNK CD56CD16* es su
baja capacidad de degranulacién y citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos, asi como la
produccion de bajos niveles de citocinas, pero
niveles elevados de quimiocinas (47).

Los resultados del presente estudio demuestran,
entonces, que las infecciones virales recurrentes
inducen alteraciones persistentes en la distribucién
de las subpoblaciones de los linfocitos NK. Sin
embargo, es necesario ampliar los estudios en
estos pacientes para determinar el papel de dichas
células en la homeostasis del sistema inmune y
en el control de la infeccion y correlacionar estas
alteraciones con el estado clinico del paciente.

En uno de nuestros pacientes observamos una
disminucion acentuada de la citotoxicidad de los
linfocitos NK contra células blanco, aunque con
nameros normales de linfocitos NK en sangre
periférica. Este hallazgo se produjo durante una
fase activa de infeccién por HSV; sin embargo,
la respuesta citotoxica de los linfocitos NK del
paciente se recuperé durante la remision.

En este contexto, pocos estudios han demostrado
que pacientes con infecciones graves por HSV,
sin ningun otro defecto inmunolégico, presenten
niveles significativamente disminuidos de actividad
citotdxica en los linfocitos NK (48,49). Sin embargo,
un reporte reciente en 23 pacientes con historia de
infeccién oral recurrente por HSV y 24 muestras
de tres diferentes controles sanos mostr6 una
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gran variabilidad en la respuesta citotoxica de
las células NK frente a células blanco K562 en
pacientes y controles. Solamente dos pacientes
presentaron una respuesta citotoxica deficiente
en los linfocitos NK no activados y activados
con IL-2 en repetidas evaluaciones (50). En ese
estudio no se esclareci6 si algun defecto molecular
0 patélogico era el responsable de la deficiente
respuesta citotoxica en estos pacientes, razén por
la cual es dificil de interpretar la disminucion en la
funcién citotoxica de estas células en pacientes
con infecciones recurrentes por herpes debido a
que tales infecciones podrian afectar de manera
transitoria la funcién de los linfocitos NK (49).

Otros resultados del presente estudio también
demostraron que en uno de los pacientes la
translocacion de CD107a a la superficie celular de
los linfocitos NK a partir de células mononucleares
de sangre periférica después del estimulo con
citocinas y la exposicidén a células blanco estaba
acentuadamente disminuida en comparacion con
los valores obtenidos en un control sano en fase
activa de infeccién grave por EBV. Posteriormente,
la translocacién de CD107a en superficie de los
linfocitos NK purificados se evalu6 durante la fase
de remisién del paciente, encontrandose niveles
de expresion comparables a los del control sano.

Un estudio previo demostrd que las infecciones
virales, especialmente por EBV, pueden alterar
la expresion de moléculas citotoxicas y aquellas
implicadas en la fusion de los granulos citoliticos.
Estas alteraciones en la respuesta citotdxica de
los linfocitos NK inducidas por virus podrian dar
como resultado el desarrollo de linfohistiocitosis
hemofagocitica secundaria (51). Asimismo, se ha
reportado que los pacientes con infeccion crénica
por EBV presentan niveles reducidos del receptor
LAIR-1, asociado a la disminucién de la funcién
citotoxica de las células NK, inclusive en células
activadas con IL-2 (LAK). Dichos resultados
sugieren que LAIR-1 es critico para el desarrollo
o funcién de las células NK, y que su expresion
podria ser regulada negativamente por infecciones
crénicas por virus herpes.

En general, presentamos un estudio detallado del
numero y funcién de los linfocitos NK en pacientes
que cursaban con infecciones recurrentes o graves
y sin un diagnoéstico establecido, o que nos permitio
descartar defectos en el nimero y funcién de estas
células en ellos. Nuestros resultados demuestran
que existen pacientes con infecciones recurrentes
0 graves que presentan variaciones persistentes en
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la distribucion de las subpoblaciones de linfocitos
NK en sangre periférica. Ademas, se encontraron
otras variaciones transitorias en los linfocitos NK
que pueden estar correlacionadas con un estado
de infeccién viral activa.

Este trabajo nos motiva a continuar con la
busqueda de estrategias para el esclarecimiento
de los defectos genéticos causantes de inmuno-
deficiencias primarias en Colombia.
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