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Contenido IX

Resumen

Los reordenamientos del receptor de antigeno son un proceso fisiologico que
ocurre de manera secuencial durante la ontogénesis de los linfocitos. El analisis
de estos reordenamientos se utiliza en el diagndstico clinico para determinar si una
proliferacion linfoide es clonal o no, lo cual, en general, quiere decir si es maligna
0 no. Los métodos de andlisis han cambiado a lo largo del tiempo y actualmente se

evallan mediante PCR y secuenciacion.

Hay un modelo natural que podria servir para estudiar la linfomagénesis, que son
las inmunodeficiencias. Las inmunodeficiencias primarias en su mayoria son
genéticas, algunas con patrones de herencia mendelianos y se clasifican en
celulares y humorales. En general, son poco frecuentes, pero en muchas de ellas
hay alteraciones en el nimero y la funcion linfocitaria; las inmunodeficiencias

secundarias son generadas por factores externos.

En general, los procesos de reordenamiento de receptor de antigeno en situaciones
patolégicas, con excepcidn de las leucemias y linfomas, se desconocen. Con el fin
de explorar este mecanismo bioldgico en inmunodeficiencias primarias con
alteracion de la funcion linfocitaria, utilizamos los protocolos de analisis de
reordenamientos en un grupo de pacientes con inmunodeficiencia comun variable

y deficiencia de IgA.
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De acuerdo con nuestros resultados, la distribucion de reordenamientos de los
linfocitos en numerosos pacientes no es la esperada en una persona sana. Se
encuentra alterada y se parece mas a la distribucion de los reordenamientos en
linfomas que a la curva de Gauss de la poblacion linfocitaria normal. Inclusive
podria considerarse que existe una categoria intermedia entre distribucion normal
y distribucion propia de las proliferaciones clonales. Esta categoria especial se
correlaciona con algunos grupos de células evaluadas por citometria de flujo como
los linfocitos B sin cambio de isotipo (CD19+, CD27+, IgM—, IlgD-), con cambio de
isotipo (CD19+, CD27+, IgM—, IgD+), linfocitos T CD4+ virgenes (CD4+, CD3hi,
TCRa/Bhi) y CD4+ de memoria efectora (CD4+, CD3, TCRa/Bhi, CXCDR3+,
CD62L-, CCR7-).

Por otra parte, las alteraciones de reordenamientos parecen correlacionarse con
manifestaciones clinicas como alergias, enfermedades gastrointestinales, del

sistema endocrino, alteraciones en la piel y mucosas e infecciones profundas.

En conclusion, en estos pacientes la evaluacion de reordenamientos de receptor
de antigeno podria utilizarse para el seguimiento a largo plazo de pacientes. Con
el fin de complementar y confirmar estos resultados, seria aconsejable realizar
nuevos estudios con series mas grandes y prospectivo, de manera que pudieran

aislarse poblaciones especificas de células linfoides para su caracterizacion.

Palabras clave: Clonalidad, reordenamiento, Receptor de antigeno,

inmunodeficiencias primarias
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1.Capitulo 1: Marco tedérico

En este marco tedrico se revisaran los temas mas relevantes para la comprension de este
proyecto: la ontogenia de linfocitos, los reordenamientos del receptor de antigeno, la
generacién de clonalidad y las inmunodeficiencias primarias, haciendo énfasis en su

relacién con el desarrollo de linfomas y leucemias.

1.1 Ontogenia e inmunofenotipo de los linfocitos

Los linfocitos son células hematolégicas que hacen parte del sistema inmunoldgico.
Existen dos tipos de linfocitos: los B (por su maduracién en la médula ésea “Bone marrow”)
y los T (por su maduracion en el Timo). Los linfocitos B producen anticuerpos que son
utilizados para atacar los agentes externos como bacterias, virus y toxinas. Los linfocitos
T destruyen las células propias que han sido alteradas por virus o se han transformado en

cancerigenas (1).

La ontogenia general de los linfocitos es necesaria para tener células viables y funcionales;
cada paso de este desarrollo se caracteriza por una variacion en las proteinas de la
membrana que cambia en cada una de las fases de maduracion (2,3). Los marcadores de
membrana son una herramienta importante para clasificar linfocitos en sangre periférica,

médula ésea o timo (Figura 1Ay B).



Titulo de la tesis o trabajo de investigacion

Figura 1. Desarrollo de los linfocitos humanos e inmunofenotipo en las diferentes etapas.
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A. Desarrollo de los linfocitos B. B. Desarrollo de los linfocitos T. El proceso de maduracion
de los linfocitos es un proceso secuencial caracterizado por la expresion de ciertos
marcadores citoplasmicos o de membrana. TN: Triple negativo (CD3-, CD4-, CD8-) (Las
imagenes de los linfocitos fueron tomados y adaptados de Abbas immunology 8va edicion,

2012). .
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Los recuentos de linfocitos y la inmunotipificacion son utilizados en el diagndstico de
enfermedades infecciosas, trastornos linfoproliferativos e inmunodeficiencias Los valores
relativos y absolutos de las sub-poblaciones de linfocitos son variables durante la infancia
dada la maduracion y expresion del sistema inmunoldgico en los primeros afios de vida (4)
(Tabla 1). Existe una disminucién a lo largo de la vida de los linfocitos totales, los linfocitos
B (CD19+), los linfocitos B naive (CD27- IgD+) y los linfocitos B transicionales
(CD24++CD38++) (5).

Tabla 1. Frecuencia relativa de subpoblaciones de linfocitos en sangre y tejidos linfoides

(4).

Sangre periférica
No6dulos

2ab5afios 5al5afios Adultos linfaticos Amigdala Bazo

Linfocitos B
CD19+ 24% 17% 12% 41% 51% 56%
Linfocitos T
CD3+ 64% 68% 72% 56% 49% 31%
CD4+ 37% 38% 44% 48% 42% 17%
CD8+ 24% 26% 24% 10% 6% 14%
Linfocitos NK 10% 13% 13% 1% <1% 15%

Los linfocitos B expresan receptores tipo inmunoglobulinas, los cuales estan formados por
dos cadenas pesadas (IgH, por sus siglas en inglés Inmunoglobulin Heavy Chain), y dos
cadenas ligeras, una llamada kappa k (Immunoglobulin Kappa Chain) y una Lambda A
(Immunoglobulin Lambda Chain). La molécula de Inmunoglobulina esta compuesta por dos
cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas, unidas por puentes disulfuro.
Cada cadena pesada esta unida a una cadena ligera, y las cadenas pesadas estan unidas
entre ellas. Cada cadena pesada tiene una region N-terminal variable que contiene el sitio

de ligamiento del anticuerpo y una region C-terminal codificada por un gen individual para



4 Titulo de la tesis o trabajo de investigacion

la regién C. Esta regién determina el isotipo del anticuerpo y tiene sefiales efectoras o de

sefalizacion (6).

Por su parte, los linfocitos T estdn conformados por un receptor principal (TCR por sus
siglas en inglés T — cell receptor) el cual es na proteina trans-membranal compuesta por
dos cadenas, alfa y beta (en el 10% de los casos son cadenas gamma — delta), unidas por

puentes disulfuro. Ademas, poseen un correceptor acompafante denominado CD3 (7).

1.2 Genes del receptor de antigeno

Los genes del receptor de antigeno tienen una estructura particular, conformados
principalmente por una regioén variable (V) y una reunion de union (J); en el caso especifico
de la IgH, el TCRa y el TCR®, existe una regién adicional denominada de diversidad (D),
ademas de sus regiones constantes y sufren un proceso conocido como reordenamiento
V(D)J.

A continuacion se describira cada uno de los genes de manera especifica y posteriormente

el proceso de reordenamiento que tiene cada uno de estos.

1.2.1 Inmunoglobulinas

e |IgH
El gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas se encuentra ubicado en el brazo
largo del cromosoma 14 (14932.33) (Figura 2), tiene una longitud aproximado de 1250 kb.
En total tienen 80 segmentos V, de los cuales ~50 son funcionales y estan precedidos de
una secuencia lider. Estos se agrupan en 7 familias diferentes. Ademas existen 27
segmentos funcionales D y 6 segmentos funcionales J. Ademas de sus regiones
constantes C Los segmentos V tienen tres regiones marco y dos regiones determinantes

de complementariedad (CDRSs). (Figura 3).
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o IgK
El gen de la cadena Kappa (k) es una de las dos cadenas ligeras de las inmunoglobulinas,
se encuentra ubicado en el brazo corto del cromosoma 2 (2q11.2) (Figura 2), tiene una
longitud aproximada de 1820 kb. En total tienen 35 segmentos V, precedidos de una
secuencia lider; seguida de 5 segmentos J y una Unica regién constante que permite
realizar el clivaje con la cadena pesada (Figura 3).

o IgA
El gen de la cadena Lambda (A) pesada de las inmunoglobulinas, se encuentra ubicado en
el brazo largo del cromosoma 22 (22q11.22) (Figura 2), tiene una longitud de 1050 kb. En
total tienen 30 segmentos V y estan precedidos de una secuencia lider. Existen 4
segmentos J y C los cuales se encuentran intercalados, para seleccionarse en parejas.
(Figura 3).

1.2.2 Receptor de linfocitos T (TCR)

e TCRp
El gen de la cadena B (Beta) del TCR se encuentra ubicado en el brazo largo del
cromosoma 7 (79.34) (Figura 2), esta conformado estructuralmente igual que el de las
inmunoglobulinas, una regién V con aproximadamente 50 fragmentos diferentes. Ademas,
dos regiones D y J, acompafiadas por la regién constante del receptor. Dada la naturaleza
del gen y las probabilidades de reordenamiento, la cadena Beta es la que permite la

variabilidad de los reordenamientos de los linfocitos T alfa — Beta af8 (Figura 3).

e TCRa/TCR®
La cadena a (alfa) ubicada en el brazo largo del cromosoma 14 (14q11.2) (Figura 2) esta
conformada por aproximadamente 45 regiones V precedidas de una secuencia Lider. No
tiene segmentos D por lo que hay méas de 55 segmentos J y una Unica regién constante.

Este gen posee dos segmentos silenciadores que bloquean el reordenamiento del gen en
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caso gue la ontogenia requiera linfocitos gamma — delta yd. Dentro de este gen (entre las
regiones Variables y de Unién) se encuentra la secuencia de la cadena & (Delta).
Conformada por 2 regiones V, 3 regiones D y 4 regiones J y una Unica regiéon C al final de
la secuencia. Esta disposicion de un gen dentro del otro otorga la selectividad celular al

momento de especializar un linfocito T en af3 o yd (Figura 3).

¢ TCRy
La cadena y (Gamma) se encuentra en el brazo corto del cromosoma 7 (7p14.1) (Figura
2) cuenta con 5 regiones V con su respectiva secuencia lider. Ademas de 2 grupos de
regiones J acompafiadas cada una por una regién C. En este gen también hay dos
secuencias silenciadoras que permiten que el gen no se reordene cuando se esti
reordenando la cadena Beta y alfa (Figura 3).

Figura 2. Locus de los genes del receptor de antigeno.
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A. Inmunoglobulinas B. Receptor de células T. El locus se encuentra sefialado en lineas
rojas para cada cromosoma.

Figura 3. Estructura germinal de las cadenas del receptor de antigeno.
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A. Inmunoglobulinas. B. Receptor de linfocitos T. Las cadenas que conforman los
receptores de antigeno cuentan con un gran niumero de segmentos posibles. L: exon lider,
V: regiones variables, D: regiones diversas, J: regiones de unién, C: regiones constantes
y E: potenciadores. A partir de estos se crea el inmenso repertorio de los receptores.
(Tomada y modificada de Villamizar-Rivera, 2016).

3’

1.3 Reordenamiento del gen y generacion del repertorio

A partir de los genes del receptor de antigeno se generan las proteinas que tendran
funciones especificas en cada linfocito. Los receptores de antigeno son un grupo de
proteinas solubles o de superficie que tienen funciones variadas, entre ellas los procesos
de adherencia, reconocimiento y ligamiento entre las células del sistema inmune. Estas
proteinas estan constituidas por varias cadenas de poli péptidos unidas por puentes
disulfuro. Los genes de las inmunoglobulinas y los genes del receptor de las células T
(TCR) no se heredan como tal, sino que durante la maduracion de los linfocitos sufren un
fendmeno de recombinacién mediante el cual se genera una gran diversidad proteica o
repertorio combinacional. Dicho repertorio es el que permite a las células B y T reconocer

un enorme numero de antigenos diferentes, que varia en numero por las propiedades de
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unién e hipermutacion somatica en cada una de las cadenas. Las posibilidades de
reordenamiento funcional son para las inmunoglobulinas 1011 y para el receptor de
linfocito T, TCRap 10, TCRyd 108,

El proceso de reordenamientos ocurre en el ADN en el cual primero sucede una fusion de
cualquier region Diversa (D) y una de unidn (J). Posteriormente la unién con una region
Variable (V), este proceso se conoce en inmunologia como reordenamiento V (D) J;
finalmente ocurre la unién con una regién constante y este ADN reordenado sera el que
posteriormente se transcriba y se traduzca en la proteina funcional de los linfocitos (Figura
4). La secuencia restante del ADN sera eliminada por un proceso de escision. En el caso
de la ontogenia de los linfocitos T, se produce primero el rearreglo del locus TCRD, luego
del TCRG, y por ultimo el TCRB y TCRA. En el caso de los linfocitos B, se producen
primero en la cadena pesada de las inmunoglobulinas y posteriormente en los genes IGH
e IGK.

En general, si una poblacion linfoide presenta un reordenamiento dominante de los genes
de receptor de antigeno, se considera que es clonal y, en general, neoplasico; por otra
parte, si una poblacién linfoide es policlonal, presentarA una gran variedad de
reordenamientos. Se desconoce cual es el patron de reordenamientos de genes de
receptor de antigeno en la sangre de pacientes con inmunodeficiencias primarias, pero el
hecho de que presenten disfuncién del funcionamiento de poblaciones de linfocitos permite
hipotetizar que podria haber alteraciones del proceso, las cuales podrian ser nocivas a

largo plazo y predisponer al desarrollo de cancer.

Los reordenamientos de los genes del receptor de antigeno son procesos fisiol6gicos
altamente controlados que permiten un extenso repertorio de receptores de
inmunoglobulina y TCR, necesarios para la adecuada maduracién y funcionamiento de los

linfocitos.
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Figura 4. Proceso de recombinacion de los genes del receptor del antigeno

TCRB

VB, Vg Dg 8y Cp, Ds,

Cp,

8,
enh
R EREIRIEE BRI

Linea Germinal

o

o

Reordenamiento D-J

Reordenamiento V-DJ

-l =

[

|
i
o1l

¢

(T -
@ ADN Reordenado
W aemm——AAAA
@ Transcripcion
0 —
N ==

Traduccién

En la figura se muestra el procesamiento de la cadena Beta del TCR, pero los procesos
son similares para las deméas cadenas del TCR vy las pesadas y ligeras de las Ig. Este
proceso permite obtener entre 1x1010 —1x1018 combinaciones. Momentos antes de la
transcripcién del ADN se eliminan todos los segmentos constantes de la linea germinal
excepto uno, y este es el que se expresa. El segmento lider no se traduce a proteina.
(Tomada y modificada de Villamizar-Rivera, 2016).

Se conocen varias alteraciones de importancia que involucran los reordenamientos de los

genes de receptor de antigeno:

Expansion clonal. En las leucemias y los linfomas, por definicién, una clona de linfocitos
transformados que comparte un reordenamiento de los genes de receptor de antigeno,
esta proliferando y reemplazando las poblaciones normales. En este tipo de canceres el
repertorio linfocitario suele estar disminuido y se produce expansion aberrante de otras
células, tales como las clonas de células T acompafiantes en pacientes con linfomas B. El
fendbmeno de la expansion clonal no es unico del cancer; se han encontrado clonas
linfoides dominantes en pacientes con enfermedades autoinmunes tales como lupus y

psoriasis, entre otras (8).
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Translocaciones. Algunos linfomas y leucemias se caracterizan por tener translocaciones
de estos genes con otras regiones del genoma; como t(14;18) en linfoma folicular, t(8;14)
en linfoma de Burkitt, t(3;14) en linfoma B difuso de célula grande y t(11;14) en linfoma de

células del manto, entre otros (9).

Alteraciones en enzimas requeridas para el proceso de reordenamiento de genes de
receptor de antigeno. En un grupo de enfermedades genéticas raras, conocidas como
inmunodeficiencias primarias (IDP) se han encontrado alteraciones en enzimas cruciales
para el proceso de reordenamiento de genes de antigeno linfocitario, tales como las
codificadas por los genes de la activacion de la recombinacion 1y 2 (RAG) (8). Por ejemplo,
se sabe que pacientes con alteraciones en RAG 1 pueden desarrollar fenotipo de

inmunodeficiencia comun variable.

Aunque en estas tres situaciones esta implicado el proceso de reordenamiento de los
genes de receptor de antigeno, los procesos patoldgicos que lo afectan y su contribucién
al desarrollo de los linfomas y las leucemias no se comprenden aln en su totalidad. El
caso de las inmunodeficiencias primarias (IDP) es interesante y podria servir como modelo
de estudio de linfomagénesis. Las IDP son un grupo heterogéneo de trastornos genéticos
gue se caracterizan por infecciones frecuentes y severas, enfermedades autoinmunes y

cancer (10).

1.4 Evaluacién de los reordenamientos en tejidos

La teoria actual del origen del cancer establece que las células somaticas sufren un
proceso evolutivo gradual que les permite escapar de las limitaciones impuestas por el
ambiente, tales como la division celular, el envejecimiento o la obtencion de nutrientes (11).
Estas células neoplasicas, generalmente, son clonales, pues se dividen a partir de un Unico
precursor, de esta manera la poblacién de células neoplasicas va a compartir las mismas
caracteristicas. Esta caracteristica se utiliza actualmente para diagnosticar las

linfoproliferaciones de células By T.

Todos los linfocitos sufren rearreglos de los genes de las inmunoglobulinas y del TCR

durante la ontogenia. Estos rearreglos les confieren especificidad y permiten determinar la
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presencia de una poblacion clonal. Igualmente permitirian identificar una neoplasia

determinada y hacer seguimiento de la presencia de neoplasia minima residual (12).

Por otra parte, existen anticuerpos que permiten determinar por medio de
inmunohistoquimica o citometria de flujo, si hay restriccion en la expresion de diversos
fragmentos de los genes de inmunoglobulinas y del TCR (13). Sin embargo, la evaluacién
de estos resultados es dificil por la presencia de inmunoglobulinas circulantes, que

producen una intensa sefial de fondo

La determinacién de la clonalidad en estas neoplasias se realiza de diferentes maneras:
1). Si una poblacién celular evaluada por histopatologia tiene la misma morfologia, ademas
de tener una expresion igual de marcadores de inmunohistoquimica. 2). Por citogenética
demostrando la presencia de una alteracion cromosomal recurrente, como
translocaciones, deleciones o inserciones en las células analizadas, sin embargo, estas
alteraciones se comparten solo en un grupo especifico de linfomas y leucemias (14). 3).
Por citometria de flujo evaluando anticuerpos de membrana, compartidos por la misma
poblacion celular (15). 4). Evaluando los reordenamientos de los genes del receptor de
antigeno; estableciendo si una poblacibn compartia un mismo reordenamiento habia

tenido una expansion clonal.

El analisis de rerordenamientos se realiz6 hasta 2003 por medio de Southern Blot (16,17),
pero esta metodologia generaba varios inconvenientes entre los cuales estaba la gran
cantidad de ADN que se necesitaba por ensayo, ademas de que los resultados
interlaboratorio no eran comparables por las diferencias técnicas entre protocolos (18).
Este procedimiento de la evaluacién de los reordenamientos fue adaptado posteriormente
a una serie de protocolos de PCR, estandarizados por un consorcio europeo llamado
EuroClonality (antes llamado BIOMED - 2) (19), los cuales definen la clonalidad como los
reordenamientos compartidos por una poblacién linfoide en un tejido especifico; una
poblaciéon celular que tienen un mismo reordenamiento es denominada clonal (o
monoclonal) y aquellas que tienen mayor variedad de reordenamientos son denominadas

policlonales.

Los resultados de las diversas amplificaciones pueden leerse de varias maneras pero el

proyecto BIOMED-2 sugiere dos de ellas; por medio de analisis de heterodupletas en geles
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de poliacrilamida (heteroduplex) y analisis de fragmentos de ADN por medio del software
GeneMapper®. Idealmente el laboratorio deberia poseer ambos métodos de analisis, que
son complementarios; sin embargo, segun la literatura publicada por BIOMED-2, el método
de andlisis heteroduplex es el de eleccion cuando solo puede contarse con una de las dos.
Cuando la poblacién es clonal, el GeneMapped permite observar pocos picos 0 una sola
curva Gaussiana. En el caso del andlisis por heteroduplex, se observan bien sea bandas
definidas o un barrido de ADN (20).

El diagnéstico y la clasificacién de las lesiones linfoides pueden ser dificiles, pues los
hallazgos no son siempre especificos y pueden variar entre enfermedades. Aunque la
mayor parte de lesiones clonales son tumorales, clonalidad no necesariamente significa
malignidad, pues se ha observado clonalidad en poblaciones linfoides que acompafian
lesiones benignas, tales como linfocitosis T, gammapatias monoclonales benignas,
pacientes inmunodeprimidos y proliferaciones cutaneas diversas, e incluso en individuos

normales (21).

Existen casos donde el repertorio de reordenamientos se encuentra restringido como lo
son la enfermedad celiaca, algunas enfermedades autoinmunes, el sindrome de Omenn
(22) y las inmunodeficiencias primarias y secundarias (23). A continuacién, se describiran

brevemente las inmunodeficiencias primarias en general y algunas de las mas frecuentes.

1.5 Inmunodeficiencias Primarias

Las Inmunodeficiencias Primarias (IDP), son un grupo de mas de 350 enfermedades de
origen genético, desconocidas por muchos médicos generales, especialistas y
trabajadores de la salud. Cerca de 200 de estas enfermedades tienen una alteracion
monogénica que tiene una herencia mendeliana, sin embargo, se ha detectado que
algunas IDP son de origen poligénico. La penetrancia de cada enfermedad, la variabilidad
de la expresion y la interaccion entre la genética y el ambiente son factores que contribuyen

en la diversidad fenotipica de la enfermedad (24).

Dada la heterogeneidad de las enfermedades es complejo agruparlas en un solo grupo,
por lo que la clasificacion de las IDP se realiza de acuerdo al componente del sistema
inmune que esté afectando principalmente. En los defectos de la respuesta de la inmunidad

adaptativa, defectos en los fagocitos, en la sefializacion del complemento y en el desarrollo
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de los linfocitos (25) (Figura 5). La ultima clasificacion existente las agrupa en 8 grupos

principales (26):

1. Inmunodeficiencias de linfocitos By T.

2. Deficiencias de anticuerpos.

3. Sindromes con inmunodeficiencias bien definidas.

4, Enfermedades por desregulacion inmune.

5. Defectos congénitos del nimero y/o funcién de los fagocitos.
6. Defectos en la inmunidad innata.

7. Transtornos autoinflamatorios.

8. Deficiencias del complemento

Los pacientes con estas enfermedades presentan muchos signos y sintomas diferentes;
no obstantes, la mayor parte se caracterizan por la ocurrencia temprana e insidiosa de
infecciones severas y recurrentes, y tienen un elevado riesgo para el desarrollo de cancer,
entre ellos leucemias, linfomas y carcinomas. La morbilidad y mortalidad es elevada,

causan elevados costos socioecondmicos Yy los tratamientos son limitados.

La prevalencia y la incidencia real de estas enfermedades sigue siendo desconocida, y
aungue se han considerado por muchos afios como enfermedades raras, los estudios
epidemioldgicos no son concluyentes, pues segun ellos la incidencia de las diversas
inmunodeficiencias primarias fluctia entre 4.6 y 2.4 por cada 100.000 nacidos vivos
(27)(28). Estos valores son comparables con los obtenidos en reportes hechos para
Colombia (29)(30).

Las IDP con alteraciones genéticas mas frecuentes se encuentran enunciadas en la Tabla
2.

Las deficiencias de anticuerpos son las inmunodeficiencias primarias mas frecuentes (31),

principalmente la inmunodeficiencia comun variable, la hipogammaglobulinemia transitoria
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de la infancia, la agammaglobulinemia ligada al X (Agammaglobulinemia de Bruton) y la
deficiencia selectiva de IgA (32). A continuacién, se explicara cada una de ellas
brevemente.

151 Hipogammaglobulinemia transitoria de la infancia

La hipogammaglobulinemia se define como la disminucibn de al menos una
inmunoglobulina circulante. Los valores de IgG disminuyen hacia los 3 0 6 meses de vida,
gue es el tiempo en que el neonato comienza a producir sus propias inmunoglobulinas y
luego se deben normalizar. En los casos que los niveles no vuelven a subir después de
esos 6 meses de edad se define como hipogammaglobulinemia de la infancia (HGI). Se
desconoce actualmente si es una alteracion en la maduracion de los linfocitos o en la

sintesis de Ig por parte de los plasmocitos (33).

Figura 5. Desarrollo general de los linfocitos y principales inmunodeficiencias primarias
implicadas

Deficienciade CMH Tipo
1.
+ DeficienciaCD4 ~ |fremmemm— N
CProT CPreT + DeficienciaLCK
* DeficienciaZAP70
ORALl
1

CD4+ i

CTh

Linaje
linfoide

Inmunodeficiencia
Comdn Variable

Inmunode'lclenua
Seveva Combinada

CProB

sindrome Hlpev 1gM

Deficiencia selectiva de P
IgA

Re:eslva smi ngada alx

(Tomado y adaptado de KEGG pathways, consultado: 27 — Nov — 2018).
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Tabla 2. Principales inmunodeficiencias y genes involucrados

Inmunodeficiencia Genes Afectados Referencias

Reparador de ADN por

DCLRELC Cross-Link 1C

(34)

RAG 1/ 2 Gen chtivad_c,)r de la (35)
recombinacion 1y 2

CD3y CD3 gamma

] (36)
CD3¢ CD3 Epsilon
Inmunodeficiencia ADA Adenosina Deaminasa (37)
Severa Combinada = ]
(IDSC) IL7Ra eceptor de (38)

interleuquina 7

Receptor de la
IL2Ry subunidad gamma de la (39)
interleuquina 2

JAK3 Janus Quinasa 3 (40)
CD45 Antlgeho comun de (41)
leucocitos
Poliendocrinopatia .
AIRE Regulador Autoinmune (42,43)

autoinmune tipo 1

Casete de unién de
ATP de la subfamilia B (44)
1/2.

Deficienciade CMH TAP1/
Tipo 1. TAP 2

Cadena Alfa de la
Deficiencia CD4 CD8a glicoproteina CD8 de la (45)
superficie de células T

Proteina tirosina
Deficiencia LCK LCK guinasa especifica de  (46)
linfocitos.

. . Proteina tirosina
Deficien ZAP7 ZAP7 ) 47
eticiencia 0 0 quinasa ZAP-70 (47)
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Deficiencia de CMH
Tipo 2.

RAFX5

Factor Regulador x5

RFXANK

Factor regulador x
asociado a la proteina
almacenadora de
ankirina

RFXAP

Factor regulador x
asociado a proteina

CIITA

Trans-activador del
complejo mayor de
histocompatibilidad
clase Il.

(48)

Deficiencia de Orail

Orail

Proteina activadora del
canal de liberacion de
calcio 1

(49)

Agammaglobulinemia
AutosOmica Recesiva

Cadena Pesada de las
inmunoglobulinas

molécula CD79a

Polipéptido
inmunoglobulina
lambda

BLNK

proteina de union de
las células B

(50)

Agammaglobulinemia
ligada al X

BTK

Tirosina Quinasa de la
agammaglobulinemia
de Burton

(51)

displasia ectodérmica
anhidraética con
inmunodeficiencia

IKKy

sub unidad gamma del
inhibidor del factor
nuclear quinasa kappa -
B

(52)

CD40

Miembro 5 de la
superfamilia del

(53)
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receptor del factor de
necrosis tumoral

Ligando del miembro 5
de la superfamilia del

Sindrome de Hiper cb4oL receptor del factor de (54)
IgM necrosis tumoral
UNG U_ra(:llp - DNA
glicosilasa
. —— (55)
AID Deaminasa de citidina

inducida por activaciéon

Co-estimulador
ICOS inducible de células T (56)

miembro 13c de la
BAFFR superfamilia del factor  (57)

Inmunodeficiencia de necrosis tumoral

comun variable Antigeno CD19 de
CD19 L
linfocitos B

(58)

miembro 13b de la
TACI superfamilia del factor  (59)
de necrosis tumoral

1.5.2 Agammaglobulinemia Ligada al X

Catalogada como OMIM #300755, es una inmunodeficiencia hereditaria caracterizada por
la ausencia de linfocitos B maduros (CD19+) que causan la ausencia completa de
anticuerpos. Se manifiesta principalmente en los nifios menores de 6 meses de edad.
Afecta a 1 en 190.000 hombres nacidos vivos en Estados Unidos, no existen estadisticas
para Colombia. Esta enfermedad est4 causada por mutaciones en el gen BRK (Tirosina
guinasa de Bruton) ubicado en el brazo largo del cromosoma X (Xq22.1), la cual juega un
papel crucial en la maduracién de los linfocitos B (60), sin embargo, existen mas de 544
mutaciones que se han asociado con la enfermedad, aunque no se han asociado con su

severidad (Tabla 2) (61). Se diagnostica por concentraciones de IgG en suero de
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<200mg/dL, niveles <1% de linfocitos CD19+ y falla en la generacién anticuerpos a las

vacunas puestas en los primeros afios de edad(62).

1.5.3 Inmunodeficiencia comun variable (IDCV)

Catalogada como OMIM # 607594, es, como su nombre lo indica, la mas comun y variable
de las inmunodeficiencias primaria; se caracteriza porque al menos dos de las
inmunoglobulinas circulantes en suero (IgA, 1gG, IgM), se encuentran disminuidas dos
desviaciones estandar respecto a los valores para el sexo y la edad. (Tabla 3). Por la
heterogeneidad de la enfermedad se desarrollé un protocolo de sub-clasificacion por un
grupo europeo denominado EUROCLASS, los cuales agrupan la enfermedad de acuerdo
a los resultados obtenidos por citometria de flujo de los linfocitos B totales (CD19+), con
cambio de isotipo (CD19+, CD27+, IgM—, IgD+/-), el porcentaje de linfocitos CD21 (CD19+,
CD20+, p/d+, CD21hi, CD22+, CD27+/-) y los linfocitos de transicion (CD10hi, CD38hi,
CD19+, CD24+, CD20+, p/6+, CD21+, CD22+, CD23+, CD5+) (63).

Los sintomas de la enfermedad incluyen infecciones de tracto sino-pulmonar como
neumonias, bronquitis, sinusitis, otitis, enfermedades gastrointestinales por Giardia
lamblia, Helicobacter pylori, manifestaciones inflamatorias y autoinmunes como
enfermedades inflamatorias pulmonares, anemia hemolitica, trombocitopenia, anemia
perniciosa, diabetes mellitus, esclerosis multiple, entre otros, asi como el desarrollo de
cancer, principalmente linfomas no-Hogdkin y cancer de estomago (64). Muchos pacientes
son diagnosticados entre los 20 y 40 afios de edad, pero aproximadamente el 20% de los
pacientes con IDCV se diagnostican en menores de 20 afios. Ademas, cerca de un 5% de
los pacientes con IDCV no presentan infecciones significativas pero desarrollan
complicaciones autoinmunes y auto-inflamatorias. Todos estos factores conllevan a un

retardo de 6-7 afios en el diagndstico de esta enfermedad (65).

1.5.4 Deficiencia selectiva de IgA (DslIgA)

(OMIM # 609529) Esta enfermedad se -caracteriza por niveles disminuidos de

Inmunoglobulina A en suero (<7 mg/dl) en individuos mayores de 4 afios, con niveles
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normales de otras inmunoglobulinas (IgG e IgM) (Tabla 2). Clinicamente es muy
heterogénea, con pacientes completamente  asintomaticos  diagnosticados
incidentalmente, y otros que pueden presentar fenotipos como: infecciones pulmonares
recurrentes, alergias, autoinmunidad y otras complicaciones severas que pueden llevar a
desarrollar IDCV como deso6rdenes gastrointestinales (66). No se conoce con exactitud la
prevalencia de la DslgA, algunos autores aseguran que es mas frecuente que la IDCV, sin
embargo, no se pueden conocer con precision por los valores pues la enfermedad en

muchos casos puede ser asintomatica (67).

Tabla 3. Niveles de Ig secretada y recuento de células B en las IDP estudiadas.

Niveles Recuento
IDP de células
19G IgA IgE IgM B
IDCV Bajo Bajo Normal o bajo Reducidos
DslgA  Normal Bajo o ausente Normal Normal Normales
. _ _ _ Reducidos
XLA Bajo Bajo Bajo Bajo
o nulos

1.6 Inmunodeficiencias primarias y cancer

El riesgo general de desarrollar cAncer de una persona con IDP esta entre el 4 y el 25%.
Los linfomas y algunos carcinomas son los canceres mas frecuentemente asociados (68).
Entre las IDP mas comunes se encuentran las deficiencias de anticuerpos, particularmente
la deficiencia selectiva de IgA (DslgA), y la inmunodeficiencia comun variable (IDCV) (69).
Ambas enfermedades estan relacionadas y se caracterizan por una alteracion en la
maduracién de los linfocitos B y T en la médula 6sea y el timo respectivamente. Como
consecuencia, aunque no haya una reduccion en el numero de células, éstas no funcionan

adecuadamente y los pacientes presentan sintomas (69).
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La inmunodeficiencia comun variable es una de las inmunodeficiencias primarias que
tienen mas riesgo de desarrollar cancer. Cerca del 13.5% de los pacientes con estos
trastornos desarrollan cancer asociados al sistema inmune como linfomas y leucemias.
Las neoplasias méas frecuentes son los linfomas no-Hodgkin (70,71), entre ellos los
linfomas del tejido linfoide asociado a mucosa (MALT), el linfoma folicular y otros (72,73).

Se desconoce el mecanismo mediante el cual estos pacientes desarrollan linfomas.

En general, la inherente inestabilidad genética de los linfocitos y la sostenida activacion y
proliferaciéon del sistema linfoide durante las infecciones incrementa el riesgo de
trasformaciones malignas. Estas caracteristicas son particularmente marcadas en
infecciones crénicas, condiciones autoinmunes e inmunodeficiencias que son recoocidas

como factores de riesgo para el desarrollo de linfomas.

No obstante, aunque la infeccion crénica induce linfoproliferacion, es poco probable que
estd sola sea suficiente para provocar una transformacién maligna. La ausencia de
infecciones en individuos inmunocompetentes y pacientes inmunodeficientes con

malignidad linfoide sugiere que tales estimulos no son siempre necesarios.

Los linfomas que mas se han asociado con las inmunodeficiencias primarias son extra
nodales, particularmente sistema nervioso central, tracto gastrointestinal, son de
progresion clinica acelerada y pueden asociarse con la infeccion por el virus Epstein-Barr
(74).

Por ejemplo, los pacientes con IDCV frecuentemente muestran una marcada infiltracion
linfoide de naturaleza reactiva en el tejido linfoide asociado a mucosa (del inglés Mucosa-
associated lymphoid tissue lymphoma MALT), haciendo dificil la distincién histologica
entre proliferaciones linfoides malignas y benignas (75). Aln es materia de discusion, tanto
la estimacién del prondstico en estos pacientes pues se debe realizar seguimiento de la
linfoproliferacion como su manejo en términos de quimioterapia. Adicionalmente, se han
reportado algunos pacientes con IDCV con hiperplasia nodular linfoide, que corresponde
al desarrollo de proliferaciones “tumor-like” de tejido linfoide en tracto gastrointestinal, pero
la gran mayoria tienen un curso clinico benigno. Los estudios para evaluar rearreglos de
células B son de gran utilidad para diferenciar linfomas MALT de la hiperplasia linfoide
nodular, lo que contribuird a un manejo mas apropiado de estos pacientes de acuerdo a

su diagnastico (75).
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La incidencia de tumores linfoides es mayor en pacientes con IDCV comparado con la
poblacion general. En 2002, un estudio realizado por Dinamarca y Suecia usando los
registros de inmunodeficiencias y cancer encontraron un incremento en la incidencia de
alteraciones linfoides malignas de 12 veces en los pacientes con IDCV comparado con la
poblacion general (74). Por su parte, en una cohorte italiana de 224 pacientes con IDCV,
5 desarrollaron linfoma no-Hodgkin con un incremento de riesgo de 18 veces. En un
estudio mas reciente, las deficiencias de anticuerpos se encontraron mas asociadas a un
rango limitado de canceres especificamente cancer de estdbmago que otras
inmunodeficiencias. Las razones para el incremento en la susceptibilidad al desarrollo de

malignidades linfoides en pacientes IDCV aun no son claras.

Los tumores hematolinfoides no son los Unicos asociados con IDCV y DslgA, también los
carcinomas del estdbmago, la mama, la vejiga y el cérvix se han encontrado con alguna

frecuencia(76) .

Con el propd6sito de aclarar la asociacion entre las complicaciones relacionadas a la IDCV
y Su pronéstico, se estudié una gran cohorte europea de pacientes con IDCV en la cual se
definieron cinco fenotipos clinicos: infecciones Unicamente, autoinmunidad, infiltracién
linfocitica policlonal, enteropatia y malignidades linfoides. Fenotipos diferentes se
asociaron con diferentes tiempos de sobrevida: aquellos pacientes sin complicaciones
(infecciones Unicamente) sobrevivieron mas tiempo que aquellos con autoinmunidad
(riesgo relativo de mortalidad: 2.5), enteropatia (riesgo relativo de mortalidad: 3.0),
infiltracion linfocitica policlonal (riesgo relativo de mortalidad: 4.0) y para resaltar, linfoma
(riesgo relativo de mortalidad: 5.5). De importancia, la infiltracion linfocitica policlonal (en
pulmoén, nédulos linfoides y bazo) se asocié con un incremento de 5 veces de riesgo a

desarrollar malignidades linfoides a largo plazo en pacientes con IDCV (63).

Por su parte, un hallazgo reciente demostr6 que la IDCV esta mas asociada a malignidades
linfoides que las deficiencias de células T, lo que sugiere que la desregulacion subyacente
a los linfocitos B contribuye al incremento en el riesgo de malignidades en estos pacientes
(77).

Los procesos fisiologicos de reordenamiento de los genes de receptor de antigeno se

encuentran todavia en estudio. Por otra parte, los procesos patoldgicos que lo afectan y
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su contribucién al desarrollo de los linfomas y las leucemias no se comprenden aln en su
totalidad. Las inmunodeficiencias primarias caracterizadas por alteraciéon en la funcién
linfocitaria presentan alteraciones numéricas y cualitativas de éstos y los pacientes
afectados desarrollan linfomas y leucemias a largo plazo y con una frecuencia mayor que
la poblacién general. Por tal razon los consideramos un modelo interesante de estudio de

los reordenamientos de receptor de antigeno.
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1.7 OBJETIVOS

1.7.1 Objetivo General

Describir los patrones de reordenamiento de genes de receptor de antigeno en
sangre periférica de una serie de pacientes con inmunodeficiencias primarias de la
Universidad de Antioquia entre los afios 2015 — 2017 y su correlacion con

caracteristicas clinicas e inmunofenotipicas.

1.7.2 Objetivos Especificos

e Describir las caracteristicas clinicas de un grupo de pacientes con

inmunodeficiencias primarias.

e Establecer la frecuencia y el tipo de reordenamientos de estos pacientes

diagnosticados con Inmunodeficiencias primarias.

e Explorar la asociacion entre las caracteristicas inmunolégicas, clinicas y
demogréficas de estos pacientes con inmunodeficiencias primarias y el
patron de reordenamientos de los genes receptores de antigeno de los

linfocitos T y B.
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2.1 Tipo de estudio

Estudio analitico, retrospectivo de cohorte

Para resolver los objetivos se desarrollé el proyecto en 3 fases principales. En
primera medida se seleccionaron los casos de los que ya se conocia su origen
clonal (o policlonal) y se evalué con las técnicas enunciadas posteriormente (Fase
1). Posteriormente se evalu6 una serie de casos de los que se desconocia su origen
clonal y se determiné el diagndstico definitivo de estas (Fase 2) y finalmente, ya
conociendo la distribucion de los reordenamientos en pacientes sanos y con

neoplasias, se evaluaron en pacientes con inmunodeficiencias primarias.

2.2 Recoleccién de casos

2.2.1 Fase 1

Se ingresaron 20 casos en total retrospectivos, con diagndéstico de proliferaciones clonales
(neoplasias) (n = 10) y policlonales (hiperplasias) (n = 10), diagnosticados por patdlogos
expertos en el Instituto Nacional de Cancerologia. Se incluyeron los casos de los que
existia material biolégico en el archivo ademas de reporte completo de patologia en el

sistema de informacion.

2.2.2 Fase 2

Se ingresaron todos los casos enviados al grupo de patologia oncolégica en el Instituto

Nacional de Cancerologia, para el diagnéstico diferencial de clonalidad, entre lo