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RESUMEN

Introduccion: Los linfocitos Bla se caracterizan por tener una alta capacidad de
autorrenovacion y produccion de anticuerpos naturales, de una manera T independiente.
Existen diferencias tanto en el nimero como en la composicion de los linfocitos B
maduros a lo largo de la vida, debido al fendmeno de inmunosenescencia.

Objetivo: Caracterizar el inmunofenotipo de los linfocitos Bla en adultos mayores.
Meétodos: Se realiz6 un estudio transversal en 30 adultos mayores cubanos
institucionalizados. La caracterizacion de los linfocitos B CD19+CD5+, CD20+CD5+ y
CD19+CD20+ de sangre periférica se realizé por citometria de flujo. Para la lectura y
andlisis de las muestras bioldgicas se empled un citdbmetro de flujo, Beckman Coulter,
Gallios. A Microsoft Excel database was created with the information obtained. The
sample was divided by sex and age. The data were processed using the statistical program
GraphPadPrism version 6.00 using the percentage values and the median for the sample
description.

Resultados: Los ancianos con 80 afios y mas, mostraron una disminucion en el conteo
absoluto de los linfocitos B CD19+CD20+, asi como en el porcentaje y el conteo absoluto
de los linfocitos B CD19+CD5+. Por su parte, presentaron mayores conteos absolutos de
los linfocitos CD20+CD5+ en relacion con los del grupo de < 80 afios. Las mujeres
mostraron mayores conteos absolutos de las poblaciones de linfocitos B CD19+CD5+,
CD20+CD5+ y CD19+CD20+.

Conclusiones: La caracterizacion inmunofenotipica por citometria de flujo de los
linfocitos Bla en el anciano, permite identificar linfoproliferaciones autorreactivas e
implementar intervenciones sanitarias especificas y oportunas.
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INTRODUCCION

Los linfocitos B1 fueron descritos por primera vez en el raton por Lee Herzenberg. Se
diferencian de los B2 o convencionales por su localizacion anatémica, capacidad de
autorrenovacion y produccién de anticuerpos naturales. Tanto los linfocitos B1 como los
B2, se originan a partir de un mismo progenitor Lin-CD34+CD38 '°. [1-3]

Los linfocitos B1 se ubican fundamentalmente, en las cavidades peritoneal y pleural y
exhiben una morfologia de células activadas, por su mayor tamafio y complejidad
citoplasmatica. Se subdividen en Bla (CD5+), generados durante la vida fetal y Blb
(CD5-) que tambieén, pueden originarse a partir de los precursores de la médula 6sea del
adulto. Dentro de estos, los Bla producen los anticuerpos naturales, de una manera T
independiente. [1]

Un nuevo fenotipo de los linfocitos B1 en el humano fue reportado por Griffin y
colaboradores, en células procedentes de la sangre de cordon umbilical y periférica adulta.
Este consistio en la coexpresion de los antigenos CD20+CD27+CD43+ y la no expresion
de CD70. El 75% de las mismas expresaron ademas, el antigeno CD5+. El 25% de las
células B CD5+ se correspondié con células pre-naive, transicionales y células B
activadas. [4]

Existen diferencias en el nimero y la composicién de los linfocitos B maduros a lo largo
de la vida, siendo menor en el adulto mayor, debido al fendmeno de inmunosenescencia.
La poblacién celular B CD20+CD27+CD43+CD70- declina también con la edad, en
individuos aparentemente sanos. [4-7].

Cuba exhibe una de las poblaciones méas envejecidas de América Latina, con una
expectativa de vida de alrededor de 78 afios. [8] El envejecimiento conlleva a una mayor
frecuencia de enfermedades infecciosas y cronicas no transmisibles, tales como las
autoinmunes y el cancer. [5]

El objetivo de esta investigacion fue caracterizar el inmunofenotipo de los linfocitos Bla
en adultos mayores cubanos, con un panel simplificado de anticuerpos anti-CD19, anti-
CD20 y anti-CD5.

METODOS

Esta investigacion resulté de un ensayo clinico titulado: “Evaluacion de la eficacia y
seguridad de un nuevo esquema posologico de BIOMODULINA T® para la prevencion
de infecciones entre ellas la COVID-19, en adultos mayores en Cuba”, cuyo Centro
promotor, fue el Centro Nacional de Biopreparados (BioCen) y como Centro coordinador,
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el Centro Nacional Coordinador de Ensayos Clinicos (CENCEC), con registro publico
http://registroclinico.sld.cu/ensayos/RPCEC00000319-Sp.

Se realizd un estudio transversal en marzo del afio 2020. La muestra estuvo constituida
por 30 adultos mayores, con edades comprendidas entre 60 y 99 afios, procedentes del
Hogar de Ancianos “Alfredo Gomez Gendra”, de La Habana, antes de la administracion
de la Biomodulina T (BT).

Fueron incluidos ancianos con edad de 60 afios y més, de cualquier sexo y color de la
piel, que expresaron su consentimiento por escrito para participar en el estudio.

Fueron excluidos aquellos que hubieran recibido BT en los dos Gltimos meses, con
hipersensibilidad a cualquier componente de la formulacion, estados alérgicos agudos o
historia de reacciones alérgicas severas, con enfermedad intercurrente no controlada que
incluyeron, infecciones agudas con fiebre concomitante, insuficiencia cardiaca
sintomaética, angina de pecho inestable y tratamiento inmunosupresor.

La determinacion de las subpoblaciones de linfocitos Bla (CD19+ CD5+, CD20+CD5+
y CD19+CD20+) se realiz6 por citometria de flujo, en el departamento de Inmunologia
del Instituto de Hematologia e Inmunologia, La Habana, Cuba.

La lectura de las muestras se realiz6 en un citometro de flujo Gallios, Beckman Coulter.
Fueron adquiridas 100 000 células por tubo. El andlisis de los datos se efectu6 con el
software Kaluza Analysis® version 1.2.

Las diferentes poblaciones de linfocitos Bla fueron evaluadas y comparadas con el valor
de referencia previamente establecido < 12 % para los linfocitos B CD19+CD5+ y
CD20+CD5+, respectivamente y de 5-15 % para los que coexpresaron CD19+CD20+.
[9]

Se utiliz6 como estrategia de analisis, el grafico de puntos sobre el total de células
marcadas para la separacion de los singletes; células que pasan una sola vez por el laser
y presentan la altura de sefial (FSC-H) y el area de sefial (FSC-A) uniformes, y que el
citbmetro registra como un evento, descartando los agregados celulares (dos 0 mas
células). (FiglA). Posteriormente, se analizo el grafico de puntos SSC-A vs CD45PerCP-
A, para separar la poblacion de linfocitos sobre los singletes seleccionados previamente
(Fig 1B). De la poblacion de linfocitos CD45+ se realizaron otros tres graficos de puntos:
Fig 1C CD19APC-A/CD5PE-A, FiglD CD20FITC-A/CD5PE-A vy FiglE CD19APC-
A/CD20FITC-A.

RESULTADOS

La distribucion de las diferentes poblaciones de linfocitos B1la en adultos mayores mostrd
que en el grupo de >80 anos de edad, las medianas de los porcentajes y conteos absolutos
de los linfocitos B CD19+CD5+ fueron menores, en relacion con los encontrados en el
grupo de < 80 afios (2.320 vs 7.280, SD 5.647 vs 8.941 y de 40.83 vs 83.38, SD 108.4 vs
238.5, respectivamente).

Por su parte, los porcentajes de los linfocitos B CD20+CD5+ no mostraron diferencias en
ambos grupos de edades (1.730 vs 0,820, SD 5.066 vs 6.809) mientras que el conteo
absoluto de estos, fue mayor en los > 80 afios (33.91 vs 16.40, SD 75.46 vs 85.60).

Los linfocitos B que coexpresaron los antigenos CD19+CD20+ exhibieron porcentajes
similares en ambos grupos etarios (4,440 vs 5,290, SD 4,339 vs 5.005) y menores conteos
absolutos en los > 80 afios (68.90 vs 105.2, SD 68.70 vs 57.82) (Tabla 1).
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Tabla 1. Distribucién de los linfocitos Bla en ancianos, segiin grupo de edades

Lymphocyte <80years >80years
values (Range) (n=17) (n=13)

Median SD Cl Median SD Cl
CD19+CD5+ 7.280 8.941 4.514-13.71 2.320 5.647 2.195-9.020
(<12%)
CD19+CD5+ 83.38 238.5 45.43-290.7 40.83 108.4 31.13-162.1
(cells / uL)
CD20+CD5+ 0.820 6.809 0.1257-7.127 1.730 5.066 0.4671-6.590
(£12%)
CD20+CD5+ 16.40 85.60 1.628-89.65 33.91 75.46 7.892-99.09
(cells/uL)
CD19+CD20+ 5.290 5.005 4.011-9.158 4.440 4.339 2.707-7.951
(5-15%)
CD19+CD20+ 105.2 57.89 71.08-130.6 68.90 68.70 44.03-127.1
(cells/pL)

La distribucion de las subpoblaciones linfocitarias Bla, segun el sexo exhibid porcentajes
equivalentes de los linfocitos CD19+CD5+ en ambos grupos (5.560 vs 5.400, SD 8.247
vs 6.982), mientras que el conteo absoluto de estos, fue mucho mayor en las mujeres
(79.51 vs 48.32, SD 216.1 vs 135.6).

El porcentaje de los linfocitos CD20+CD5+ no mostr6 diferencias segun el sexo (1.450
vs 0.820; SD 6.390 vs 5.393); sin embargo, el conteo absoluto de los mismos, fue superior
en las mujeres (18.42 vs 13.92, SD 90.14 vs 52.09).

Los porcentajes de los linfocitos B CD19+CD20+ fueron semejantes en ambos sexos
(4.440 vs 5.450, SD 4.361 vs 5.650) pero, el conteo absoluto de estos fue mayor en el
sexo femenino en relacion con el masculino (89.93 vs 79.03, SD 65.09 vs 57.98) (Tabla
2).

Tabla 2. Distribucion de los linfocitos Bla en ancianos, segun sexo

Lymphocyte Male (n=9) Female
values (Range) (n=21)
Median SD Cl Median SD Cl

CD19+CD5+ 5.400 6.982 1.866-12.60 5.560 8.247 3.993-11.50
(£12%)
CD19+CD5+ 48.32 135.6 8.165-216.6 79.51 216.1 49.35-246.0
(cells / pL)
CD20+CD5+ 0.8200 5.393 -0.776-7.516 1.450 6.390 0.7672-6.584
(£12%)
CD20+CD5+ 13.92 52.09 -2.93-77.14 18.42 90.14 13.13-95.19
(cells/uL)
CD19+CD20+  5.450 5.650 2.148-10.83 4.440 4.361 3.863-7.833
(5-15%)
CD19+CD20+  79.03 57.98 44.45-133.6 89.93 65.09 66.81-126.1
(cells/plL)

DISCUSION

El envejecimiento es un proceso complejo caracterizado por la depresion general de las
funciones fisiologicas del ser humano, con aumento en la morbilidad y mortalidad. Los
cambios relacionados con la edad afectan tanto la estructura como la funcion del sistema
inmune. Esta declinacion se define como “inmunosenescencia”, la cual se caracteriza
clinicamente por un incremento en la susceptibilidad a las infecciones, enfermedades
autoinmunes y cancer, pobre respuesta a nuevos patogenos y reduccion en la eficacia a
las vacunas. [11]



Diferentes investigadores [12-14] han encontrado cambios en la composicion de los
linfocitos B relacionados con una mayor edad del individuo, que pueden reflejar la
historia personal de la exposicién a los diferentes patdgenos a lo largo de la vida.

En este estudio, los ancianos con 80 afios y mas, mostraron una disminucion en el conteo
absoluto de los linfocitos B CD19+CD20+, tanto en el porcentaje como el conteo absoluto
de los linfocitos B CD19+CD5+, asi como mayores conteos absolutos de los linfocitos
CD20+CD5+, en relacion con los del grupo de < 80 afios.

El efecto del envejecimiento en el compartimiento de células B se caracteriza por un
dramatico descenso de los linfocitos B maduros circulantes, el cual es parte de un grupo
de parametros inmunologicos colectivamente conocidos como “Fenotipo de Riesgo
Inmune”. Los ancianos mas longevos son mas susceptibles a sufrir de infecciones
recurrentes, enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares y neoplasicas de células
B maduras, tales como: linfomas de linfocitos pequefios, difuso de células grandes y del
manto. [14-17]

Piasecka y colaboradores [18] encontraron en individuos sanos, que la respuesta inmune
frente a los microorganismos varia de acuerdo con el sexo. Por su parte, Fink y su grupo
de trabajo [19] reportaron que la produccion de anticuerpos en respuesta a determinados
antigenos vacunales vario en dependencia del sexo de los individuos.

En general en los adultos, las mujeres muestran una respuesta inmune mas potente en
relacion a los hombres. Sin embargo, esta diferencia se hace menos evidente a medida
que avanza la edad. [20]

En esta investigacion, las mujeres mostraron mayores conteos absolutos de las
poblaciones de linfocitos B CD19+CD5+, CD20+CD5+ y CD19+CD20+. Este aumento
fue superior en mujeres menores de 80 afos, lo que indica que el nimero de células B se
ve afectado tanto en hombres como en mujeres a mayor edad.

La declinacion de las poblaciones de linfocitos B maduras con la edad ocurre de una
manera mas drastica en hombres que en mujeres, las que exhiben células B con una mayor
accesibilidad de la cromatina mientras que los hombres, presentan una regulacion
negativa de los genes que codifican para las proteinas relacionadas con la ontogenia
linfoide B. Los hombres generalmente, sufren de una mayor frecuencia de infecciones en
relacién con las mujeres, a medida que avanza la edad.

[21]

En relacién con los conteos absolutos de linfocitos B CD19+CD5+ y CD20+CD5+
también, fueron mayores en las mujeres, pero en este caso, sin tener relacién con la edad
de las mismas. En las mujeres menores de 80 afios son mas frecuentes las enfermedades
autoinmunes y linfoproliferativas crénicas de células B maduras, como la leucemia
linfocitica cronica. EI aumento encontrado de la poblacion CD20+CD5+ en mayores de
80 afios (Tabla 1) pudiera estar determinado mayormente por los hombres, quienes sufren
en este periodo de la vida de de enfermedades linfoproliferativas CD20+.

Los linfocitos Bla CD19+CD5+ autorreactivos estan involucrados en la etiopatogenia de
ambas enfermedades. Se ha demostrado una relacién directa entre el porcentaje y conteo
absoluto de estas celulas con una mayor actividad de la enfermedad, asi como con un
prondstico mas reservado de las mismas [22,23].

Nuevos hallazgos en relacion con la funcion de los linfocitos Bla en el raton fueron
mostrados por Krek y colaboradores. Estos autores revelaron que CD5 le ofrece una gran
plasticidad a esta poblacion linfocitaria. Los linfocitos Bla promueven la homeostasis
tisular y la proteccion contra infecciones. Frecuentemente, los anticuerpos producidos por
estos, reaccionan a los antigenos propios, tales como fosfatidilcolina presente en las
membranas plasmaticas de las células eucariotas. El reconocimiento antigénico se lleva a
cabo a traves del BCR y de los Toll-like receptors. Fueron reconocidas también, otras



especificidades antigénicas, que incluyeron acidos nucleicos, lipopolisacaridos y
carbohidratos. Estos hallazgos pudieran extrapolarse al humano [24].

CONCLUSIONES

La caracterizacion inmunofenotipica de los linfocitos Bla en adultos mayores cubanos,
es similar a la reportada por otros investigadores. Tanto la edad como el sexo influyen en
el conteo absoluto de estas células, siendo mayor en mujeres menores de 80 afios.
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