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1 Inmunodeficiencias primarias

El Sistema Inmune es el conjunto de células y moléculas responsables de la inmunidad,
cuyo objetivo es proteger al organismo de agentes externos nocivos. Existen dos tipos de inmunidad:
la innata y la especifica. Se denomina Inmunidad Innata (también llamada natural) al conjunto de
mecanismos que existen antes de la infeccién, responden rapidamente y de la misma manera frente a
infecciones repetidas, formando asi la primera linea de defensa de la respuesta inmune. En
comparacion con la Inmunidad Innata, la Inmunidad Especifica (también denominada adquirida o
adaptativa) desarrolla una respuesta especifica para cada antigeno, amplificada y mas eficaz contra
infecciones repetidas del mismo microorganismo.

La integridad del sistema inmune es fundamental para la defensa contra organismos
infecciosos y por lo tanto, para la supervivencia. Los defectos en uno o mas componentes del sistema
inmunitario pueden provocar enfermedades graves que se denominan inmunodeficiencias, las cuales
son muy heterogéneas tanto clinica como etiolégicamente. El término Inmunodeficiencias engloba
todo un conjunto de entidades patolégicas causadas por alteraciones cualitativas o cuantitativas de
uno o mas componentes especificos o inespecificos del sistema inmune. Atendiendo a su causa,
pueden clasificarse en dos grandes grupos, primarias 0 congénitas y secundarias o adquiridas.
(Rosen et al. 1984).

Las inmunodeficiencias primarias o0 congénitas (IDP) constituyen un grupo de
enfermedades de etiologia diversa que tienen en comun un defecto cualitativo o cuantitativo del
sistema inmunitario a consecuencia del cual se alteran sus funciones, comprometiendo la defensa
contra las agresiones externas.

El sistema inmune puede ademéas verse afectado secundariamente por una variedad de
condiciones patolégicas (incluyendo neoplasias, infecciones, enfermedades metabdlicas, malnutricion
y respuesta a tratamientos) dando como resultado las inmunodeficiencias secundarias o
adquiridas. Tanto las inmunodeficiencias primarias como las secundarias dan lugar a un espectro
parecido de complicaciones, causando un incremento de la susceptibilidad a infecciones de variada
gravedad por protozoos, bacterias, hongos y virus, asi como a enfermedades autoinmunes y
neoplasias. Dado que la relacion entre la enfermedad y la inmunidad es interactiva, la infeccion
también puede ser causa de una inmunodeficiencia (Rosen et al. 1995).

La clasificacidon general de las IDP que permite una comprension del defecto causante se
basa en la funcién de los elementos del sistema inmune comprometidos. La unién internacional de
sociedades cientificas de inmunologia en IDP, la organizacion mundial de la salud (WHO) (World
Health Organization) definié varias categorias de inmunodeficiencias primarias segun la siguiente

clasificacion (Fudenberg et al. 1971):

1. Deficiencias celulares combinadas Ty B
2. Defectos en la defensa del huésped, no especificas (fagocitos, complemento)

3. Defectos de la inmunidad humoral especifica (linfocitos B, anticuerpos)
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La Ultima actualizacion de esta clasificacion se extiende a las siguientes categorias

(Notarangelo et al. 2006):

Inmunodeficiencias combinadas Ty B

Deficiencias predominantemente de anticuerpos

Otros sindromes inmunodeficitarios bien definidos

Enfermedades de disregulacion inmune

Defectos congénitos en el nimero de fagocitos, en su funcién o en ambos
Defectos en el sistema inmune innato

Enfermedades autoinflamatorias

© N o o~ w0 DN PE

Deficiencias del complemento

Se han descrito mas de 120 IDP, muchas de las cuales son excepcionalmente infrecuentes y
en la mayoria de los casos estan asociadas con defectos genéticos (Rosen et al. 1984). El estudio de
pacientes con IDP, los recientes avances en técnicas moleculares, en inmunobiologia y en genética
han dado lugar a la identificacion y caracterizacion de mas de 25 nuevas enfermedades genéticas del
sistema inmune desde 1997. Identificandose en muchos casos los genes responsables, hecho que ha
permitido que el diagnéstico y la terapia sean mas especificos y efectivos (1999) (Notarangelo et al.
2006).

Deficiencias del

Deficiencias Complemento
predominantemente 1%
de células T Sindromes autoinmunes y
11% de inmunodisregulacion
1%
Deficiencias en
fagocitos
7%
IDP
no clasificadas
1% \\
Otras IDP ; : Deficiencias
bien definidas predominantemente
12% de anticuerpos

67%

Figura I-1. Distribucion de las principales categorias de IDP segun el registro de la Sociedad
Europea de IDP (ESID) www.esid.org/home.php.
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Las IDP generalmente se producen por defectos genéticos que interfieren con el desarrollo de
células o moléculas que participan en la respuesta inmune. Se presentan con escasa incidencia,
destacandose el déficit selectivo de IgA como la més frecuente con una prevalencia de 1:500-700
personas. La incidencia de las demas IDP se encuentra en un rango de 1:10.000 a 1:200.000. Segun
los resultados del dltimo registro (2004-2006) de la Sociedad Europea de Inmunodeficiencias (ESID),
las IDP mas comunes son las que involucran la inmunidad humoral y representan el 67%. Las IDP
predominantemente de linfocitos T el 11%. Los defectos fagociticos corresponden aproximadamente
a un 7% y los defectos de complemento a un 1%. La distribuciéon general se muestra en la Figura I-1.
(Eades-Perner et al. 2007). La comparacion de estos datos con el Registro Espafiol de IDP (REDIP)
presenta algunas diferencias, ya que el porcentaje de los defectos predominantemente de
anticuerpos se eleva al 77%, seguido de las IDP bien definidas con un 8% y la deficiencias del

complemento que se situan en el tercer lugar con un 5% (http://web.hsd.es/redip/).

1.1 Valoracion del sistema inmunologico en IDP

El progreso en la inmunologia clinica y molecular ha aumentado el conocimiento en las IDP,
ademas de incrementar las opciones diagndsticas y de tratamiento para los pacientes afectos.
Aungque muchas IDP pueden ser tratadas, el diagnéstico temprano es de primordial importancia.

Los principales candidatos para la evaluacion del sistema inmune son:

1) Los nifios nacidos de familias que ya han tenido algin miembro con IDP, con alglin
patron de herencia conocido.

2) Pacientes con infecciones recurrentes o0 persistentes, que no responden
apropiadamente a los antibidticos.

3) Nifios que presenten retraso en el crecimiento, que sufran de diarrea y malabsorcion.

4) Pacientes que desarrollen infecciones oportunistas, incluidos adultos con enfermedad
pulmonar obstructiva, a menudo asociado con bronquiectasias.

5) Pacientes con infecciones recurrentes en la piel.

6) Nifios con retraso en la caida del cordén umbilical o periodontitis.

7) Pacientes con infecciones recurrentes por Neisseria.

8) Niflos con sintomas clinicos que incluyen una funcién anormal del sistema inmune, por

ejemplo trombocitopenia, albinismo o ataxia telangiectasia (Lim et al. 1998).

La aproximacién diagndstica desde el punto de vista practico, no sélo esta influenciada por el
criterio clinico sino también por la edad del paciente, el sexo, la raza y la posibilidad de
consanguineidad. La evaluacién molecular de cada paciente, ademas del diagnéstico permitira la
identificacion de portadores y facilitar4 el diagnostico prenatal. La historia familiar y la aparicion de
infecciones recurrentes son en la mayoria de los casos los datos iniciales que apuntan hacia un
diagndstico de inmunodeficiencia.

A continuacion se describen los principales indicadores para el diagnéstico (Puck 1997):
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*La edad de presentacion de la enfermedad es un buen indicador para el diagndstico.
Muchas de las IDP presentan en el periodo perinatal y en la infancia. No obstante, otras
enfermedades con mutaciones genéticas muestran su fenotipo a lo largo de la vida del individuo. Por
lo que la historia clinica del paciente es util en el diagnostico, debiendo enfatizar en la edad de
comienzo de los sintomas, la naturaleza, severidad y la etiologia de las infecciones, los 6rganos
implicados, la necesidad de antibiéticos, la respuesta al tratamiento y la periodicidad de las

infecciones, asi como su caracter cronico o agudo.

*La identificacion del patégeno causal de las infecciones recurrentes en muchos casos es la
clave para conocer el tipo de defecto inmunolégico. Las infecciones recurrentes que implican a las
vias aéreas altas y bajas a menudo se asocian con deficiencias en células B. Ya que la proteccion
frente a organismos Gram positivos y negativos depende de anticuerpos especificos que actlan
como opsoninas. Por lo que en estos pacientes se empezara evaluando la funcién de la célula B y su
habilidad en la producciéon de anticuerpos. Por otro lado, si el paciente presenta infecciones
recurrentes debidas a bacterias encapsuladas, especialmente Neiseria, sugeriria el estudio del
sistema del complemento. Neumonias de comienzo temprano por Pneumocistis carini son tipicas en
deficiencias de células T o del sindrome de Hiper-IgM ligado al X (XHIM). Infecciones recurrentes en
la piel por Staphilococos, Serratia marcescens, o Candida albicans sugieren un defecto en los
neutréfilos, asi como infecciones por agentes inusuales como enterovirus pueden servir para

diagnosticar Agammaglobulinemia ligada la cromosoma X (XLA).

*El examen fisico puede ser totalmente negativo, por ejemplo en los pacientes con déficit del
complemento o en varones con Sindrome linfoproliferativo ligado al X (XLP) antes de su exposicién al
virus de Epstein-Barr (EBV). En el caso de los pacientes con inmunodeficiencia severa combinada
(SCID) aparecen cronicamente enfermos, presentando un fallo en el crecimiento, irritabilidad, palidez.
La piel esta frecuentemente afectada con eritrodermia, eczema, piodermia o lesiones por hongos. La
presencia de petequias y hematomas sugieren problemas de coagulacién. La presencia de verrugas
de duracién prolongada por Molluscum contagiosum, o lesiones recurrentes inducidas por virus
indicaria defectos en las células B. La alopecia o una escasa cantidad de pelo es un rasgo comun en
nifios con SCID. Un albinismo parcial con infecciones recurrentes es tipico del sindrome de Chediak-
Higashi. El examen de la cavidad bucal puede dar muchas pistas: candidiasis al tratamiento sugiere
un defecto en las células T o en los neutréfilos y puede implicar al es6fago. Ulceras recurrentes en la
boca puede indicar neutropenia ciclica o infeccion recurrente por Herpex simple y un defecto en las
células T. Malformaciones congénitas cardiacas y de grandes vasos especialmente si esta asociado
con hipocalcemia en el nacimiento, es diagnostico del sindrome de DiGeorge.

La ausencia de amigdalas estd a menudo asociado con defectos en las células B. Tos
persistente por la noche o a la hora de levantarse sugiere la presencia de enfermedad crénica

pulmonar y bronquiectasias. Una periodontitis extensiva es el sello de defectos de adhesion de
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leucocitos. Una tardia caida del cordén umbilical y una progresiva onfalitis asociado con neutrofilia
sugiere un defecto en moléculas de adhesion.

Los ganglios linfaticos suelen ser pequefios o estar ausentes en pacientes con la enfermedad
granulomatosa cronica (EGC). Abscesos en el higado, linfoadenopatia supurativa, hepato-
esplenomegalia, y fistulas perirectales estdn a menudo también asociados con enfermedad
granulomatosa cronica. Ataxia cerebelar progresiva, en asociacién con telangiectasia implicando

conjuntiva, cara y hombros son hallazgos clasicos de ataxia telangiectasia.

*El diagnoéstico definitivo de una IDP depende finalmente de las evidencias del diagnostico
de laboratorio, ya que los hallazgos fisicos pueden no ser especificos, discretos o ausentes
(Tangsinmankong et al. 2001). Inicialmente deben realizarse analisis hematoldgicos y bioquimicos
generales para descartar enfermedades infrecuentes de naturaleza no inmunolégica, como la fibrosis
quistica.

Posteriormente, tienen que analizarse los rangos normales de linfocitos y de subpoblaciones,
asi como la determinacién cuantitativa de las inmunoglobulinas en suero, ambos parametros son
edad dependiente. Respecto a los niveles de inmunoglobulinas la interpretacién puede ser dificil y
tiene que ser considerada la edad del paciente, la posibilidad de perdida de proteinas o una terapia
con inmunoglobulinas intravenosas (IVIG). En cambio los niveles de las subclases de
inmunoglobulinas deben ser medidos solo en ciertas circunstancias, en pacientes con
concentraciones normales o casi normales de IgG y con una deficiencia de anticuerpos demostrado,
por ejemplo en respuestas anormales a antigenos polisacaridos y proteicos; en pacientes con una
deficiencia selectiva de IgA o en la deficiencia de 1gG2/IgG4; en adultos con sinusitis persistente e
infecciones del tracto respiratorio alto que tienen niveles de inmunoglobulinas normales en suero, que
pueden tener una perdida selectiva de IgG2 o IgG3. De la misma forma, si no mas importante es la
valoracion de la actividad especifica de los anticuerpos. Por lo que ha de estudiarse la presencia de
isohematoglutininas anti-A o anti-B. Mas informativo es el uso de inmunizacién con antigenos para
medir la cinética de respuesta especifica de anticuerpos.

Una linfopenia persistente es caracteristica en muchas IDP, por lo que hay que evaluar el
numero absoluto de linfocitos y las subpoblaciones tanto en porcentaje como en numeros
absolutos. Un analisis estandar mediante citometria de flujo es muy util para cuantificar células T, B y
NKs asi como las subpoblaciones de células T helper (CD4), T citotéxicas (CD8), proporcion de TCR
ab o gd de células “naive” y memoria (CD45RA+ o CD45RO+), y para conocer su estado de
activacion (expresién de CD69, CD40 ligando, MHC de clase Il). EI nimero de células T (CD3) y la
proporcion de las poblaciones también depende de la edad, encontrandose incrementado en el
nacimiento y la infancia y disminuyendo con la edad.

La respuesta in vitro de los linfocitos a mitdgenos, incluyendo la fitohematoglutinina (PHA), el
mitégeno pokeweed (PWN) y la concanavalina A (ConA), o el entrecruzamiento de moléculas de
superficie de la célula T con anti-CD3 o anti-CD28 permite valorar la funcion de las células T. Un
ensayo mas sensible para medir la funcién de los linfocitos T en adultos y nifios mas mayores es la

estimulacién in vitro con antigenos especificos a los que el paciente ha sido previamente expuesto,
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como por ejemplo el toxoide tetanico o antigenos de Candida albicans. El cultivo mixto linfocitario
(CML) utilizando células con diferencias en el antigeno leucocitario humano (HLA) que pueden

sustituir a antigenos especificos también puede dar idea de la buena funcionalidad de las células T.

Algunos autores han sugerido que los criterios diagndsticos pueden ser divididos en tres
categorias: definitivo, probable y posible (Conley et al. 1999).

- Los pacientes que se incluyen en la categoria de diagnéstico definitivo tienen un 98% de
probabilidad de que en 20 afios mantengan su diagnéstico. La deteccidon de mutaciones es el método
mas confiable para establecer el diagnéstico.

- Los pacientes que se incluyen en la categoria de probable son aquellos que teniendo todas
las caracteristicas clinicas y de laboratorio de una determinada patologia no tienen documentada la
alteracion en el gen, en el ARNm o en la proteina reconocida como alterada en esa enfermedad. Se

asume que ellos tienen una probabilidad mayor de 85% de mantener su diagnéstico durante 20 afios.

- Los pacientes con un diagnéstico posible son los que reldnen algunas pero no todas las
caracteristicas clinicas o de laboratorio de una determinada enfermedad. El antecedente de la historia
familiar puede ser de utilidad para realizar el diagnéstico de inmunodeficiencia, aunque
aproximadamente el 50% de los casos de inmunodeficiencias ligadas al X documentadas por
deteccién de la mutacién, no tienen el antecedente familiar ya que éste corresponderia a la primera

manifestacion de una nueva mutacion.

Durante el diagnéstico de una IDP debe plantearse el diagnéstico diferencial con varias
enfermedades que determinen una inmunodeficiencia secundaria, tales como:

-Tumores: Leucemia, linfoma y tumores sélidos.

-Terapia inmunosupresora secundaria a trasplante de 6rganos o quimioterapia oncolégica,
radioterapia.

-Enfermedades infecciosas como virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), EBV,
Mycobacterium, Cryptococcus entre otras.

-Uso prolongado de corticoides.

-Enfermedades inflamatorias sistémicas autoinmunes como lupus eritematoso sistémico
(LES), artritis idiopatica juvenil, sarcoidosis entre otras.

-Terapia anticonvulsiva que ha sido asociada a deficiencia de inmunoglobulinas séricas.

-Reacciones adversas a drogas como es el caso de las sulfonamidas que pueden ocasionar
mielosupresion.

-Patologias perdedoras de proteinas.

-Otras: Asplenia, sindrome de Down, diabetes mellitus, enfermedad hepatica severa,

insuficiencia renal cronica, desnutricién, sindrome alcohdlico fetal y otros.
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1.2 Clasificacion de Inmunodeficiencias primarias

1.2.1 Inmunodeficiencias combinadas de células Ty células B

La Inmunodeficiencia Severa Combinada (SCID), es una inmunodeficiencia primaria causada
por mutaciones en genes implicados en el desarrollo de las células T y/o de la célula B. La herencia
puede ser autosOmica recesiva o ligada al cromosoma X, aunque en el 70% de los nifios con este
defecto no se ha encontrado antecedentes en la historia familiar (Hague et al. 1994). En la Tabla I-1
se detalla la dltima clasificacion de los diferentes tipos de SCID publicada por la WHO donde se
recogen los parametros mas frecuentemente alterados, asi como su patogénesis, herencia y rasgos
asociados

El SCID es fatal sin tratamiento y esta caracterizado por la perdida de funcién celular y humoral
del sistema inmune. Casi todos los pacientes carecen o cuentan con una baja cantidad de células T,
asi como de su funcionalidad. El nimero de células B y NK varia dependiendo del defecto genético.
Estos defectos llevan a una susceptibilidad extrema a infecciones, falta de desarrollo e
hipogammaglobulinemia. En ocasiones pueden confundirse con el Sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) trasmitido por la madre, debiéndose investigar por biologia molecular la presencia
de genoma viral (Buckley et al. 1997). Puede haber ausencia de sombra timica y los érganos linfoides
secundarios son hipopléasicos.

El sintoma mas comun en los nifios con SCID es una cantidad excesiva de infecciones por
patégenos oportunistas, que se manifiestan en los primeros meses de vida y son mucho mas graves
gue en nifios inmunocompetentes, en muchos casos poniendo en peligro la supervivencia del
individuo. Entre estas se pueden incluir neumonia, meningitis o infecciones hematolégicas. Una
infeccién por Pneumocystis carinii que puede dar lugar a una neumonia mortal si no es diagnosticada
a tiempo. También es peligroso el virus de la varicela cuando afecta 6rganos internos, el
citomegalovirus (CMV), el virus Epstein-Barr (EBV), el virus respiratorio sincitial (RSV), el virus
parainfluenzae, el herpes labial Herpes Simple tipo 1, virus de la polio, rubéola, adenovirus y
rotavirus.

Las infecciones por hongos son dificles de erradicar en estos pacientes incluso con
tratamiento, es el caso del muget (infeccion por candida en la boca). La diarrea persistente también
es un problema comun en estos nifios llevando a una perdida severa de peso y desnutricion. Es muy

dificil en estos pacientes deshacerse de los organismos infectantes una vez se han establecido.
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Tabla I-1. INMUNODEFICIENCIAS SEVERAS COMBINADAS (I)

o Células B Células T ) . . Rasgos
Nombre Igs séricas . . Patogeénesis Herencia .
circulantes circulantes asociados
Mutaciones en la
1,T-B+ SCID. Normal o Marcadamente cadena gamma del Ligada al Disminucion
Ligada al X Disminuidas incrementadas disminuidas receptor de IL-2, IL-4, cromosoma marcada de
deficiencia en gc IL-7, IL-9, IL-15y IL- X células NK
21
1,T-B+ SCID. L. Disminucion
. L Normal o Marcadamente L Autosémica
AutosGmica Disminuidas . L Mutacion en Jak-3 . marcada de
. incrementadas disminuidas recesiva .
recesiva células NK
1,T-B+ SCID. Mutaciones en el gen . ;
S L Normal o Marcadamente g Autosémica  Células NK
Deficiencia en la Disminuidas . L de la cadena a del .
incrementadas disminuidas recesiva normales
cadena a de IL7R IL7R
1,T-B+ SCID. . e .
L N Marcadamente  Mutaciones en el gen Autosémica Células T g/d
Deficiencia en Disminuidas Normal L .
disminuidas de CD45 recesiva normales
CD45
Def nl
1, T-B+ SCID. efectos en [a - )
- T Marcadamente  transcripcion de las Autosémica  Células NK
Deficit en CD3gy Disminuidas Normal Lo :
cD3 e disminuidas cadenas CD3gy CD3  recesiva normales
e
2,T-B- SCID. . . o
Deficiencia en Disminuidas Marcadamente Marcadamente Mutaciones en los  Autosdmica Recombina-cion
disminuidas disminuidas genes RAG 1 02 recesiva  VDJ defectuosa.
RAG1/2
2 T-B- SCID Recombi-nacién
De':ficiencia e.n Disminuidas Disminuidas Disminuidas Deficiencia en la  Autosomica VD defectuosa.
A ) recombinacién VDJ recesiva  Sensibilidad a la
rtemis radiacion
2,T-B- SCID. .
L L L Defectos en células T ..
Deficiencia N Disminucion Disminucion . Autosdmica
. Disminuidas . . y B por metabolitos .
Adenosin progresiva progresiva L. recesiva
. toxicos
deaminasa (ADA)
Maduracion )
o Granulocito-
2,T-B- SCID. N Marcadamente  Marcadamente defectuosa de Autosomica o
. . . Disminuidas L L . . ; penia;
Disgenesis reticular disminuidas disminuidas células T, By células  recesiva trombopenia

mieloides

Continua -->

Las vacunas con virus atenuados vivos como la vacuna oral del poliovirus, la tuberculosis,
rubéola, varicela y muchos otros pueden causar infecciones graves o fatales y deben ser evitadas en
pacientes con SCID. Se les puede dar vacunas muertas o inactivadas como la del poliovirus, difteria,
tétano toxoide y pertusis, aunque es improbable que estos nifios produzcan anticuerpos especificos
por su defecto inmunolégico.

Algunos nifios pueden tener una complicacién provocada por los linfocitos T de la madre, que
entra en la circulacién del nifio a través de la placenta antes del nacimiento. Esta reaccién se
denomina enfermedad del injerto contra el huésped (GVHD) y toma gran variedad de formas, aunque

la mas comun provoca una erupcion que puede ser confundida con un eczema.
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Tabla I-1. INMUNODEFICIENCIAS SEVERAS COMBINADAS (Il)

- Células B Células T . . . Rasgos
Nombre Igs séricas . . Patogénesis Herencia .
circulantes circulantes asociados
L . . . Eritroderma;
. Disminuidas pero Presentes: Mutaciones sin . L
Sindrome de Normal o . . Autosomica Eosinofilia
con aumento de Lo heterogeneidad sentido en los genes . .
Omenn disminuidas i recesiva ;hepatoesple-
IgE restrictiva de RAGly 2 nomegalia
Microcefalia,
. L N L Defecto en la DNA  Autosdmica distrofia facial y
DNA ligasa IV Disminuidas Disminuidas Disminuidas . . o
9 ligasa IV. recesiva  sensibilidad a la
radiacion.
Neutropenia;
Trombocito-
IgM Células B penia; A.
. . incrementada o memoria IgM o . Ligada al  hemolitica;impli
Sindrome de hiper- g Mutaciones en el gen 9 > . e
1aM licado al X normal; IgD presentes, Normal de CD40 liaando cromosoma cacion hepatica
givhig Disminuidos el el resto 9 X ¥ gastro-
resto de isotipos ausentes intestinal;
infecciones
oportunistas
IgM ) )
. incrementada o Células B memoria . -
Deficiencia en normal- IgM o IgD Normal Mutaciones en el gen Autosémica Neutropenia
CD40 N, presentes, el resto de CD40 recesiva P
Disminuidos el ausentes
resto de isotinos
Anemia
Deficiencia en purin . Defectos en células T . hemolitica
] Normal o Progresivamente . Autosomica . .
nucleosido L Normal L por metabolitos . autoinmune;si
. disminuido disminuido Y. recesiva
posforilasa (PNP) toxicos ntomas
neurologicos
Mutaciones en
. Normal, .
Deficiencia en clase Normal o N factores de Autosémica
L Normal disminuido el o )
11 disminuido transcripcién para recesiva
numero de cls CD4 .,
mléculas de clase Il
Deficiencia en la Normal (reducida Defecto en la cadena AutosOmica
Normal Normal > .
cadena gdel CD3 expresion de TCR)  gamma del CD3 recesiva
L Ausencia de Mutaciones el la  Autosémica
Deficiencia en CD8 Normal Normal . )
células CD8 cadena alfa de CD8 recesiva
S Disminuidas las . -
Deficiencia en ZAP- Mutaciones en el gen Autosdmica
Normal Normal CD8, normales las ; )
70 de la quinasa ZAP-70  recesiva
CD4
S Disminuidas las . P Deficiencia en
Deficiencia en TAP- Mutaciones en TAP- Autosémica
Normal Normal CD8, normales las . MHC de clase
1 1y TAP-2 recesiva
CDh4 |
L . . . Alopecia,
Deficiencia Winged R Marcadamente  Mutaciones en el gen Autosémica R
. Disminuidas Normal N ) epitelio timico
Helix Nude (WHN) disminuidas WHN recesiva anormal
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El diagnéstico se sospecha primero usualmente en nifios con los sintomas mencionados. Sin
embargo, el historial de la familia, el numero de linfocitos totales en sangre periférica, el estudio de las
subpoblaciones linfocitarias (tanto el ndmero como su funcionalidad) normalmente disminuida, asi
como los niveles de inmunoglobulinas generalmente bajos son parametros importantes a la hora de
generar el diagnéstico. Sin un diagnostico y tratamiento temprano, los nifios con SCID mueren
durante el primer afio de vida.

La terapia méas exitosa para el SCID es la reconstitucion inmune por medio de transplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos. Aunque la terapia de reemplazo de inmunoglobulinas
intravenosa (IVIG) debe ser administrada a nifios con SCID, esta no restaurara la funcion de los
linfocitos T defectuosos, si reemplaza los anticuerpos ausentes que resultan del defecto de linfocitos
B y es por tanto beneficiosa. Por dltimo, otro tratamiento que ha sido utilizado en SCID es la terapia

génica, siendo la deficiencia de Adenosin deaminasa (ADA), el primer tipo de SCID al cual se aplicé.

1.2.2 Inmunodeficiencias de anticuerpos

Los defectos moleculares en este grupo de IDP son muy heterogéneos pudiendo afectar a
cualquier elemento de la respuesta humoral, dando lugar a una falta cuantitativa y/o cualitativa de la
produccién de anticuerpos (Chapel et al. 2003). Puede implicar Unicamente a la produccién de un
isotipo de inmunoglobulina (por ejemplo en el déficit selectivo de IgA), a la produccién de varios (como la
IgA e IgG en el Sindrome de Hiper IgM) o a todas las clases de inmunoglobulinas (en el XLA). La
clasificacion de las inmunodeficiencias de anticuerpos se muestra en la Tabla I-2.

En los diferentes déficits de anticuerpos, la anomalia basica puede encontrarse en diferentes
estadios de maduracidon de la célula B o en las respuestas de las células B maduras a la estimulacion
antigénica. Una alteracion de la funcién de la célula T cooperadora también puede dar un defecto en
la produccién de anticuerpos.

Los pacientes con deficiencias en anticuerpos sufren gran variedad de infecciones en el tracto
respiratorio y gastrointestinal. La severidad de las infecciones refleja el grado de disfuncion
inmunolégica. Los patdgenos que mas frecuentemente infectan a individuos con déficit de
inmunoglobulinas son bacterias encapsuladas como H. influenzae, S. pneumoniae y N. meningitidis;
estos organismos causan enfermedades como otitis, sinusitis, neumonia, meningitis, osteomielitis,
artritis séptica y sepsis. Aunque pacientes con este tipo de déficit son también susceptibles a tener
infecciones viricas, incluyendo echovirus, enterovirus y hepatitis C (con una alta prevalencia en
individuos con déficit de IgA) y a ciertos parasitos como Giardia lambia. Los pacientes con
hipogammaglobulinemia tienen alta susceptibilidad a padecer infecciones sistémicas por Mycoplasma
(Bonilla et al. 2003).

Las deficiencias de anticuerpos n las mas frecuentes dentro de las inmunodeficiencias
especificas, las menos graves y las que mejor responden al tratamiento. Son tratadas con IVIG con el

objetivo de prevenir las infecciones.
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Tabla I-2. INMUNODEFICIENCIAS DE ANTICUERPOQOS (1)

INTRODUCCION

Nombre

Igs séricas

Células B
circulantes

Patogénesis

Herencia

rasgos asociados

1. Severa reduccion en todos los isotipos de inmunoglobulinas con células B ausentes

Agammaglobuli-
nemia ligada al X

Deficiencia de la
cadena pesada mu

Deficiencia en
lamda 5

Deficiencia en Iga

Deficiencia en
BLNK

Inmunodeficiencia
con timoma

Todos los isotipos
disminuidos

Todos los isotipos
disminuidos

Todos los isotipos
disminuidos

Todos los isotipos
disminuidos

Todos los isotipos
disminuidos

Todos los isotipos
disminuidos

Disminuidas
profundamente

Ausentes

Ausentes

Ausentes

Disminuidas
profundamente

Disminuidas
profundamente

Mutaciones en btk

Mutaciones en genes de
mu

Mutaciones en lambda 5

Mutaciones en Iga

Mutaciones en BLNK

Desconocido

Ligada al
cromosoma X

Autosomica
recesiva

Autosomica
recesiva

Autosomica
recesiva

Autosomica
recesiva

Infecciones
bacterianas severas

Infecciones
bacterianas severas

Infecciones
bacterianas severas

Infecciones
bacterianas severas

Infecciones
bacterianas severas

Infecciones
bacterianas severas

2. Severa reduccion de al menos dos isotipos de inmunoglobulinas con un niumero normal o reducido de células B

Inmunodeficiencia
comun variable

Deficiencia en ICOS

Deficienciaen CD19

Deficiencia en TACI

Deficiencia en el
receptor BAFF

Disminuida IgG e IgA,
IgM normal

Disminuida 1gG e IgA;
IgM normal

Disminuida 1gG e IgA;
IgM normal

Disminuida 1gG e IgA;
IgM normal

Disminuida IgG e IgA,
IgM normal

normal o
disminuidas

normal o
disminuidas

normal o
disminuidas

normal

normal

Desconocido

Mutaciones en ICOS

Mutaciones en CD19

Mutaciones en TACI

Mutaciones en el receptor
BAFF

Variable

Autosémica
recesiva

Autosémica
recesiva

Autosomica
dominante o
recesiva

Autosomica
recesiva

Puede tener
enfermedad
autoinmune,
linfoproliferativa y/o
granulomatosa

Infecciones
bacterianas
recurrentes

Infecciones
bacterianas
recurrentes

Puede tener enfermedad

autoinmune,
linfoproliferativa y/o
granulomatosa

Infecciones
bacterianas
recurrentes

Continua -->
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Tabla I-2. INMUNODEFICIENCIAS DE ANTICUERPOS (Il)

Células B

Nombre Igs séricas -
circulantes

Patogénesis Herencia rasgos asociados

3. Severa reducciéon de 1gG e IgA con incremento de IgM y un nimero normal
de células B

Disminuida IgG e IgA, Autosomica Aumento de ganglios

Deficiencia en AID normal Mutaciones en AICDA ) linfaticos y centros
IgM aumentada recesiva .
germinales
N . Aumento de ganglios
L Disminuida IgG e IgA; . Autosémica e
Deficiencia en UNG N g normal Mutaciones en UNG . linfaticos y centros
IgM aumentada recesiva .
germinales
4. Deficiencias en cadenas ligeras o isotipo con un nimero normal de células B
Deleciones en el 1gG1,1gG2, 1gG4 ” - - .
, Normal o Deleciéon cromosémica en  Autosémica No siempre
gendelacadena ausentes; IgE e IgAl o B . ) L
disminuido 14932 recesiva sintomatico
pesada de Igs IgA2 en algunos casos
IgK disminuida: normal o .
o S En algunos pacientes P
Deficiencia en respuesta de disminuidas mutaciones puntuales en AutosOémica
cadena Kappa anticuerpos normal o células con p recesiva
L el cromosoma 2p11
disminuida Kappa
Disminucién en uno o
Deficiencia de mas isotipos de IgG. Normal o Defectos en la .
R . . T o Desconocido
Subclases de IgG  Disminucion de IgAl e inmaduras diferenciacion del isotipo
IgA2.
T normal o Fallo en la diferenciacién Desordenes alérgicos
N Disminucion de IgAl e Lo . . . .
Deficiencia de IgA 1GA2 disminiuida terminal de las células B Variable y autoinmunes;
gAZ. slgA+ IgA+ algunas infecciones
S Def',c.'enc'a Defecto selectivo para
especifica de . . i
anticuerpos con Igs Normal Normal Desconocido Desconocido hacer ant,lguerpos
y células B normales especificos
6. Hipogamma-
globulinemia Disminucion de I1gG e Normal Defecto en la Desconocido Frecuente en familias
transitoria de la IgA diferenciacion con otras ID

infancia
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1.2.3 Otros sindromes con inmunodeficiencias bien definidos

Pertenecen a este grupo diversos sindromes en los cuales la inmunodeficiencia constituye un
importante componente del mismo. Se detalla su clasificacién en la Tabla [-3. Entre ellos se
encuentra d Sindrome de Wiskott Aldrich (WAS) que es una enfermedad de herencia recesiva
ligada al cromosoma X, el cual se manifiesta por la clasica triada de ezcema, infecciones recurrentes
y alteraciones en la morfologia o nimero de las plaquetas. El defecto molecular responsable
corresponde a alteraciones en la proteina WASP (Wiskott Aldrich Syndrome Protein), proteina que
interviene en la regulacion del citoesqueleto afectando a diversas funciones linfocitarias y plaquetarias
(Stewart et al. 2001).

Dentro de los defectos en la reparacion del DNA esta la Ataxia-telangiectasia (A-T) que es
una enfermedad de transmisién autosémica recesiva caracterizada por presentar ataxia cerebelosa,
telangiectasias oculo-cutaneas e infecciones recurrentes. Estas Ultimas afectan por lo general al arbol
respiratorio en forma de otitis, bronquitis purulentas o neumonias. El gen denominado ATM (ataxia
telangiectasia mutations) codifica para una proteina que interviene en diferentes eventos
intracelulares que participan en el control del ciclo celular. El Sindrome de Nijmegen es similar a A-T,
tiene inmunodeficiencia y sensibilidad a las radiaciones, asi como mayor riesgo a padecer
enfermedades malignas. Este desorden estd asociado con pequefia estatura, microcefalia, retardo
mental. El gen que se encuentra alterado es NBS1 (p95 o fibrina) y forma parte del complejo de
reparacién de roturas del DNA (Wu et al. 2000).

Entre ellos también estan defectos que generan una disfuncion en las células T como es el
Sindrome de DiGeorge, asociado con una alteracién en el desarrollo de la tercera y cuarta bolsas
faringeas durante la embriogénesis. Las manifestaciones clinicas presentes este sindrome son
aplasia timica, hipocalcemia, hipoparatiroidismo, tetania, un desarrollo anormal de los grandes vasos
y deformidad facial. Estos pacientes muestran deleciones o microdeleciones de la secuencia del ADN
en la region 22g11.2. En modelos murinos se ha identificado dentro de esta regién el gen TBX1 que
codifica para un factor de transcripcion con un dominio “T-box” de unién de unién a DNA. En algunos
pacientes con este Sindrome se han identificado mutaciones puntuales en este gen, confirmando la
importancia del gen humano TBX1 en el Sindrome de DiGeorge (Yagi et al. 2003). El diagnéstico de
esta alteracién se realiza por medio de hibridaciéon in situ con lectura fluorescente por microscopia
optica (FISH) utilizando sondas especificas (Sullivan 2001).

A este grupo también pertenecen displasias inmuno-6seas, el Sindrome de Hiper IgE y la

Candidiasis mucocutanea croénica.
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Tabla I-3. OTROS SINDROMES INMUNODEFICITARIOS BIEN DEFINIDOS

Nombre

Igs séricas y
Anticuerpos

Células B
circulantes

Células T
circulantes

Defecto genético /
Patogénesis

Herencia

rasgos asociados

1. Sindrome de

IgM disminuida;
Anticuerpos anti

Wiskott-Aldrich  polisacaridos disminuidos;

IgA e IgE incrementadas

2. Defectos en la reparaciéon del DNA

a) Ataxia-
telangiectasia

b) Sindrome
Ataxia-like

c¢) Sindrome de
Nijmegen

d) Sindrome
Bloom

3. Defectos
timicos.
Sindrome de
DiGeorge

A menudo disminucion de
IgA, IgE y subclases de
1gG.Incremento de
monomeros de IgM.
Anticuerpos disminuidos

A menudo disminucion de
IgA, IgE y subclases de
1gG.Incremento de
monomeros de IgM.
Anticuerpos disminuidos

A menudo disminucion de
IgA, IgE y subclases de
1gG.Incremento de
monomeros de IgM.
Anticuerpos disminuidos

Reducidas

Normales o disminuidas

4. Displasias inmuno-oseas

a) Hipoplasia
pelo cartilago

b) Sindrome
Schimke

5. Sindrome
Hermansky-
Pudlak tipo 2

6. Sindrome de
Hiper-IgE

7. Candidiasis
mucocutanea
crénica

Normales o disminuidas

Normal

Normal

IgE elevada

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Disminucién
progresiva

Disminuidas

Disminuidas

Disminuidas

Nomal

Normales o
disminuidas

Disminuidas o
normales

Disminuidas

Normal

Normal

Normal

Mutaciones en el gen
WASP; Defectos en el

citoesqueleto que afectan

a derivados de célula
madre hematopoyéticas

Mutaciones en el gen A-T
(ATM). Desorden en el
ciclo celular que lleva a

una inestabilidad
cromosémica

Mutaciones en Mre 11

Defecto en
NBS1(nibrina). Desorden
en el ciclo celulary en la

reparacion del DNA

Mutaciontes en Helicasa

Defecto en gen contiguo
que afecta al 90% del
desarrollo timico

Mutaciones en RMRP

Mutaciones en
SMARCAL1

Mutaciones en AP3B1

Desconocidas

Desconocidas

Ligada al

cromosoma X

Autosémica
recesiva

Autosémica
recesiva

Autosémica
recesiva

Autosémica
recesiva

Defecto de
novo o
Autosémico
recesivo

Autosémica
recesiva

Autosémica
recesiva

Autosémica
recesiva

Autosémica
recesiva

AD, ARy
esporadica

Trombocitopenia; eczema,
linfomas, enfermedad
autoinmune,

Ataxia; Telangiectasia;

incremento de la alpha
fetoproteina; aumentada
sensibilidad a los rayos X

Ataxia moderada,
radiosensibilidad
incrementada severamente

Microcefalia; linfomas.
Sensibilidad a la radiacion
ionizante. Inestabilidad
cromosémica

Inestabilidad cromosémica,
fallo medular, leucemia,
linfoma, corta estatura,

sensiblidad al sol,
telangiectasias

Hipoparatiroidismo,
malformacién conotroncal;
facies anormales;
Monosomia parcial de 22q11-
pter

Anemia, neutropenia,
susceptibilidad a cancer,
espermatogénesis impedida
Estatura corta, displasia
espondilofesea, retardo
intrauterino. nefronatia
Albinismo oculo-cutaneo,
neutropenia, actividad
citotoxica defectuosa de
células Ty NK

Candidiasis, asimetria facial,
osteoporis, escoliosis

Candidiasis mucocutanea
crénica, hipersensibilidad a
antigenos de candida
disminuida
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1.2.4 Enfermedades de disregulacion inmune

Pertenecen a este grupo sindromes en los cuales la inmunodeficiencia constituye un
componente del mismo, como los defectos en los lisosomas en el Sindrome de Chediak-Higashi y el
Sindrome de Griscelli (Tabla I-4). También se encuentra la clasificacién de las diferentes causas
genéticas del Sindrome linfoproliferativo autoinmune (ALPS) y la enfermedad linfoproliferativa ligada
al cromosoma X (XLP). Durante los ultimos afios, el andlisis de poliendocrinopatia autoinmune y
displasia ectodérmica (APECED) y de la inmunodisregulacién-poliendocrinopatia-enteropatia ligada al
X (IPEX), ha permitido la identificiacion del regulador autoinmune (AIRE) y de FOXP3, reguladores

esenciales de la transcripcién (Notarangelo et al. 2006).

Tabla |-4. ENFERMEDADES DE DISREGULACION INMUNOLOGICA (1)

Igs séricas y Células B Células T . . . .
Nombre ) X ) Patogénesis Herencia rasgos asociados
Anticuerpos circulantes circulantes
1. Inmunodeficiencia con hipopigmentacién
Inmunodeficiencia - ”
con albinismo Autosémica Albinismo; raccién de fase
. o Normal Normal Normal Defecto en ) aguda; Nks bajas. Lisosomas
Sindrome de Chediak Lyst recesiva g . J
. . gigantes
Higashi
Inmunodeficiencia Defecto en P Albinismo; raccién de fase
- . Autosémica . .
con albinismo. Normal Normal Normal Miosina 5a, o - aguda; Nks bajas. Lisosomas
. N . recesiva )
Sindrome de Griscelli RAB27A gigantes
2. Sindromes de linfohistiocitosis hemofagocitica familiar
Deficiencia en Autosémica Inflamacion severa, fiebre,
X Normal Normal Normal Defecto en PRF1 . disminucion de actividades NK y
perforina recesiva citolitica
Deficiencia en Munc Defecto en Autosémica  'nflamacion severa, fiebre,
Normal Normal Normal . disminucion de actividades NK'y
13-D MUNC13D recesiva P
citolitica
Deficiencia en Defecto en Autosémica ) 'n_ﬂam_a,c'on Sev_er_a’ fiebre,
. Normal Normal Normal . disminucion de actividades NK y
syntaxin 11 STX11 recesiva citolitica
3. Sindrome linfoproliferativo ligado al X
. . Manifestaciones clinicas e
Normal o ligera Ligada al inmunolégicas inducidas por
. " Normal o Defecto en - i - .
hipogammaglobuli ducid Normal SAP/SH2DRA cromosoma infeccion de EBV; infeccion,
nemia reducicas X hepatitis, anemia aplasica,
linfomas
4. Sindromes con autoinmunidad
a) Sindrome linfoproliferativo autoinmune
Defectos en CD95 Normal, incremento Aut0§()mica Apoptosis t_jefectuosa, )
(Fas) tino Normal o Normal de dobles Defectos en dominante esplenomegalia/adenopatia,
! 1 P incrementadas negativas (CD4- TNFRSF6 (infrecuentes citopenias autoinmunes,
a CD8-) casos de AR) incremento al riesgo de linfoma
Defectos en CD95L Normal, incremento Defectos en el o Apoptosis Qefectuosa, )
I . de dobles . Autosémica esplenomegalia/adenopatia,
(Fas ligand), tipo Normal Normal . ligando de . . ) )
1b negativas (CD4- TNERSE6 dominante citopenias autoinmunes,
CD8-) incremento al riesgo de linfoma

Continua -->
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Tabla I-4. ENFERMEDADES DE DISREGULACION INMUNOLOGICA (1I)

Igs séricas y Células B Células T . . . .
Nombre X i X Patogénesis Herencia rasgos asociados
Anticuerpos circulantes circulantes
Normal, Apoptosis defectuosa,
Defectos en Caspasa N | N | incremento de Defectos en Autosémica esplenomegalia/adenopatia,
10, tipo 2a orma orma dobles negativas CASP10 dominante citopenias autoinmunes,
(CD4-CD8-) incremento al riesgo de linfoma
Normal, Apoptosis defectuosa,
Defectos en Caspasa Normal o Normal incremento de Defectos en Autosémica esplenomegalia/adenopatia,
8, tipo2b  disminuidas dobles negativas CASP8 dominante citopenias autoinmunes,
(CD4-CD8-) incremento al riesgo de linfoma

b) Poliendocrinopatia autoinmune y displasia ectodermica

Enfermedad autoinmune de

Poliendocrinopatia Normal, Mutacis Autosmi iroid N
) . ion en mi
autoinmune y Normal Normal incremento de utacion e utosomica paratiroides y otros Grganos,
. . . . AIRE recesiva candidiasis crénica mucocutaneay
displasia ectodermica células CD4+

otras anormalidades

c) Disregulacién inmunolégica, poliendocrinopatia,enteropatia, Sindrome ligado al X

Disregulacion . . i
Diarrea autoinmune, diabetes

. |nmun9log|c§, Normal o Mutacién en Ligada al con debut temprano, tiroiditis,
poliendocrinopatia,ent . Normal Normal cromosoma ) o
e incrementadas FOXP3 anemia hemolitica,
eropatia, Sindrome X trombocitopenia y ezcema
ligado al X (IPEX) peniay
1.2.5 Inmunodeficiencias por defectos en el numero, funcién de los

fagocitos o ambos

La inmunidad innata estda mediada principalmente por los fagocitos y sistema del
complemento, ambos constituyen la primera linea de defensa frente a organismos infecciosos y
participan activamente en las fases efectoras de la inmunidad especifica. Ademas de la neutropenia
congénita existen defectos hereditarios que afectan la funcién de los neutréfilos. La funcién de los
fagocitos depende de su movimiento en respuesta a estimulos quimiotacticos, de su capacidad de
adhesion, de endocitosis, de su capacidad microbicida y de eliminacidon de particulas ingeridas. La
movilidad depende de la integridad del citoesqueleto y del sistema contractil. El proceso de
endocitosis depende de la expresién de determinados receptores de membrana, asi como de la
fluidez de esta. Muchos de los defectos presentes en los fagocitos llevan casi invariablemente a
infecciones agudas severas recurrentes, que en algunos casos pueden llegar a ser mortales para el
paciente (Rosenzweig et al. 2004). En la Tabla I-5 se muestra la clasificacion de las

inmunodeficiencias con defectos en la fagocitosis.

En la EGC existe un defecto de la capacidad de generar la muerte intracelular de los
microorganismos fagocitados al no producirse intermediarios reactivos del oxigeno. Resultando en una
mayor susceptibilidad a infecciones, con formacion de granulomas compuestos por macréfagos

activados. Su herencia puede ser autosémica recesiva o ligada al cromosoma X.
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Mas frecuentes son los defectos de moléculas de adhesion de los leucocitos (LAD-1). Son

debidos a la biosintesis anormal de la cadena 3, (CD18) comun para el receptor del iC3b, el receptor del

C3dg denominado p150/95 y la molécula de adhesion de los fagocitos y de linfocitos T, LFA-1. Se hereda

de forma autosdmica recesiva y su expresion fenotipica es variable, pudiendo expresar desde el 1% de

las moléculas de adhesién normales (casos severos) hasta el 10% (fenotipo moderado). Estos enfermos

tienen con frecuencia infecciones en la piel, periodontitis y fistulas perianales o intestinales. El déficit de

adhesion de leucocitos tipos 2 (LAD-2) se debe a la ausencia del sialil-Lewis X, el ligando de las
selectinas. Este tipo de defectos habitualmente se tratan con TPH.

Tabla I-5. DEFECTOS CONGENITOS EN EL NUMERO, FUNCION DE LOS
FAGOCITOS O AMBOS (1)

. Defectos Defectos .
Nombre Células afectadas ) A Herencia rasgos asociados
funcionales genéticas
1.-3. Neutropenias severas congénitas
. Diferenciacion Autosémica . . .
Neutrdfilos S Elastasa 2 ] Subgrupo con mielodisplasia
mieloide dominante
Neutréfilos leerlencPaC|0n GFI1 Auto;omlca Linfopenia T/B
mieloide dominante
Diferenciacién dmi Neutropenia refractaria a
Neutrdfilos S G-CSF Auto.somlca P
mieloide dominante GCSF
4. Neutropenia . L .
e . Diferenciacion . Autosémica ’ : "
severacongénita Neutréfilos N Desconocido ) Subgrupo con mielodisplasia
mieloide dominante
(Kostmann)
5. Neutropenia o . Autosémica Oscilaciones de otros
o Principalmente neutréfilos ? Elastasa 2 ) leucocitos, reticulocitos y
ciclica dominante
plaquetas
6. Neutropenia 6filos; i
. P Nleutrofllos’, ? WASP Ligada al Monocitopenia
ligada al X monocito/macréfagos cromosoma X
Tardia caida del cordén
7. Defec_t(? de N.eutrofllo's, ‘ Qulmlotax_ls, CD18 (LFA-L, Autosémica umb_lllcal, L_Jl.ceras en _Ia plel,
adhesién monocito/macréfagos; adherencia, Mac 1, p 150,95) recesiva periodontitis, leucocitosis,
leucocitaria 1 linfocitos y NKs endocitosis P ’ citotoxicidad defectuosa de
células Ty NKs.
Cicatrizacion tardia, ulceras
8. Defecto de . - L ) oni i
Lz Principalmente neutréfilos  Quimiotaxisy  transportador de Autosomica cronicas en la p'?" .
adhesion . . R’ R periodontitis, leucocitosis,
L y monocito/macréfagos rolling GDP-fucosa recesiva ]
leucocitaria 2 grupo sanguineo bombay y
retraso mental.
9. Defecto de Neutrofilos; . - .
S . ) . . Autosomica Similares a las de LAD2 méas
adhesion monocito/macréfagos; Adherencia Defecto en Rap1- . . .
o h . recesiva tendencia a hemorragias
leucocitaria 3 linfocitos y NKs
10. Defecto en la - uimiotaxis, Autosémica Cicatrizacion tardia,
Neutrdfilos Q . GTPasa Rac2 ) o
GTPasa Rac-2 adherencia dominante leucocitosis

Continua -->
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Tabla I-5. DEFECTOS CONGENITOS EN EL NUMERO, FUNCION DE LOS

FAGOCITOS O AMBOS (1)

Defectos

Defectos

Nombre Células afectadas ) o Herencia rasgos asociados
funcionales genéticas
11. Deficiencia en la Neutrdfilos; - ACTB, actina Autosémica Retardo mental y corta
. . . Movilidad . . .
B-actina monocito/macréfagos citoplasmética dominante estatura
12. Periodontitis - ‘QU|m_|otaX|s Receptor del Autosémica . -
) } ; Neutrdfilos inducida por L ; - Periodontitis
localizada juvenil P péptido formil recesiva
péptido formyl
13. Sindrome de Neutrofilos; Quimiotaxis CTSC, catepsina Autosémica Periodontitis, hiperqueratosis
Papillon-Lefevre monocito/macréfagos C recesiva palmoplantar
14. Defecto granulo - . . CCAAT/enhancer  Autosémico Neutroéfilos con nucleo
o Neutréfilos Qimiotaxis o } . .
especifico binding protein e recesivo bilobulado
15. Sindrome de Autosémico Pancitopenia, insuficiencia
Shwachman- Neutréfilos Quimiotaxis Desconocido u mi ltopenia, Insuticlencie
. recesivo pancreatica, condrodisplasia
Diamond
16. Enfermedad Neutrdfilos; Zalta' 'ded Ligada al
granulomatosa ) y produccion de gp91 phox Fenotipo McLeod
. monocito/macréfagos metabolitos del cromosoma X
cronica ligada al X o ormvidn
17. Enfermedad e Falta_ f’e p22 phox; -
Neutrdfilos; produccién de ; Autosémica
granulomatosa ; . . p47phox; -
o - monocito/macréfagos metabolitos del recesiva
crénicaautosémica . p67phox.
superoxido
18. Defecto en G- Neutréfilos; Killin Glucosa-6-P- Ligada al Anemia hemolitica
6PD del neutroéfilo monocito/macréfagos 9 deshidrogenasa ~ cromosoma X
19. Deficiencia en la
cadenaB delos Fallo en la Autosémica Susceptibilidad a
Linfocitos y células NKs secrecion de IFN: IL-12RB1 utosomi | =usceptibil
receptores de IL-12 'y g recesiva micobacterias y salmonella
IL-23.
20. Deficiencia en la Falloenla Autosémica Suscentibilidad a
subunidad p40dela  Monocito/macréfago  secrecion de IFN-  subunidad p40 utosom | Susceptioil
IL-12 g recesiva micobacterias y salmonella
Autosomica
Fallo enla ; va/Autosomi
21 Deficiencialen  Monocito/macrsfagoy ~ upreguliacionde o ECoSE EU080 Susceptibilidad a
el receptor IFN-g linfocitos la produccion de . ' micobacterias y salmonella
. Autosomica
interferon-g .
recesiva
22. Deficiencia2en  Monocito/macréfagoy — Sefalizacion de IFN-R2 Autosémica Susceptibilidad a
el receptor IFN-g linfocitos IFN-g recesiva micobacterias y salmonella
Falloenla
23. Defecto en . , upregulacion de dMi ibili
Monocito/macréfago preg L STAT-1 Autosomlca . Susce_pnbllldad a
STAT-1 la produccién de recesiva micobacterias y salmonella
interferon a/b/g
Sefializacion de Autosémica Susceptibilidad a
STAT-1 . . .
IFN-g dominante micobacterias y salmonella
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Defectos en lainmunidad innata

Pertenecen a este grupo inmunodeficiencias monogénicas que afectan a componentes de la
inmunidad innata, como la displasia ectodermica anhidrética, los pacientes con mutaciones en NEMO
presentan infecciones bacterianas pidgenas invasivas recurrentes §. pneumoniae, S. aureus, H.
influenzae) y posteriormente infeccion por micobacterias. El defecto humoral que sufren estos
pacientes estd caracterizado por una produccion defectuosa de anticuerpos especificos con o sin
asociacién con hipogammaglobulinemia (Orange et al. 2003). La deficiencia en IRAK-4 afecta a la
sefializacion intermedia de la via de los Toll-like receptors (TLRs), los pacientes con esta deficiencia
sufren infecciones por bacterias Gram positivas, disminucion de la inflamacién y de las proteinas de
fase aguda. Una observacion clinica sorprendente es la resistencia a infecciones virales (Picard et al.
2003).

A continuacion se muestra la Tabla -6 donde se clasifican los defectos en la inmunidad innata.

Tabla I-6. DEFECTOS EN LA INMUNIDAD INNATA

Células Defecto . . Defectos
Nombre . Rasgos asociados Herencia o
afectadas funcionales genéticos
Displasia ectodermica
. . . anhidriotica con deficiencia
Displasia ectodermica . . . . P . L
. Linfocitos y Via de sefalizacion  especifica de anticuerpos, Recesiva ligada al
anhidriotica con . . . NEMO
. S monocitos NF-KB infecciones por cromosoma X
inmunodeficiencia . .
micobacterias y bact.
piégenas
. . . Displasia ectodermica
Displasia ectodermica . . p O, A L -
e Linfocitos y Via de sefializacion anhidriotica con deficiencia Autosémica
anhidriotica con . . . . . IKBA
. . . monocitos NF-KB en células T, infecciones dominante
inmunodeficiencia .
varias
Deficiencia en la
kinasa 4 asociada al Linfocitos y Via de sefializacion  Infecciones por bacterias Autosémica
) o ) IRAK4
receptor de IL-1 monocitos TIR.IRAK pidgenas recesiva
(IRAK4)
WHIM (Hipogamma- Respuesta Hipogammaglobulinemia,
globulinemia, Granulocitos incrementada de la  nUimero reducido de células Autosémica
verrugas, infecciones, . . y chemoquina CXCR4 B, severa reduccion de . CXCR4
) linfocitos ) iyt dominante
sindrome a su ligando CXCL12 neutrofilos, verrugas e
mielokatesis) (SDF-1) infeccion por HPV
Epidermodisplasia L Infeccién por papilomavirus Autosémica EVER1,
. Queratinocitos ? . .
verruciforme (grupo B1) y cancer de piel recesiva EVER2
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1.2.7 Enfermedades autoinflamatorias

La enfermedades autoinflamatorias son un nuevo grupo de entidades caracterizadas por
episodios recurrentes de inflamacién sistémica en ausencia de infecciones, neoplasia, y enfermedad
autoinmune (autoanticuerpos o células T especificas de antigeno). Estas enfermedades estan
causadas por una disregulacién inmune y comprenden enfermedades hereditarias como la fiebre
mediterranea familiar, la Deficiencia en Mevalonato-cinasa, el Sindrome peridédico asociado al
receptor del TNF, el Sindrome periédico asociado a criopirina, el Sindrome de Blau, el Sindrome
pioderma gangrenosum y acné, y la osteomielitis multifocal cronica recurrente.

La identificacion de los genes y proteinas mutadas en las enfermedades autoinflamatorias ha
permitido mejorar la comprension de la regulacion de la inflamacién. En la Tabla I-7, se muestra la

clasificacion de las enfermedades autoinflamatorias.

Tabla I-7. ENFERMEDADES AUTOINFLAMATORIAS (1)

Células Defecto Rasgos . Defectos
Nombre . . Herencia o
afectadas funcionales asociados genéticos
Granulocitos L Fiebre recurrente,
Disminucién de la e -
) . maduros, . s serositis e inflamacién -
Fiebre mediterranea . produccion de pirina; S Autosémica
- monocitos AR por colchicina; . MEFV
familiar . disminucion de la . o recesiva
activados por apoptosis de macréfados predisposicién a
citoquinas pop g vasculitis y a IBD
Mutaciones en el receptor Fiebre recurrente
Sindrome periédico PMNs TNF 55kd generando una serositis. rash e’ Autosémica
asociado al receptor >y disminucion del receptor . S X TNFRSF1A
monocitos . . inflamacion oculary de  dominante
de TNF soluble de citoquinas para . .
. articulaciones
unir TNF
Deficiencia en la . -
. . . Fiebre periddica y -
Sindrome de Hiper mevalonato quinasa que e Autosomica
; . leucocitosis con altos . MVK
IgD afecta a la sintesis de . recesiva
nivels de IgD
colesterol
_ Dgfecto en criopirina. o CIAS1 (también
. implicado en la apoptosis Urticaria, SNHL, P .
Sindrome Muckle- PMNsy . S Autosémica  conocido como
. de leucocitos y en la amiloidosis; respuesta al .
Wells monocitos . . dominante PYPAF1 o
sefializacion NF-kB 'y antagonista /IL-1R
) NALP3)
procesamiento de IL-1
Continua -->
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Tabla I-7. ENFERMEDADES AUTOINFLAMATORIAS ()

Células Defecto Rasgos . Defectos
Nombre . . Herencia e
afectadas funcionales asociados genéticos
L Urticaria sin prurito,
Defecto en criopirina " - )
. . Lo . artritis, constipado, fiebre
Sindrome frio implicado en la apoptosis s -
; g PMNSs y . y leucocitosis tras la Autosémica
autoinflamatorio . de leucocitos y en la o . - CIAS1
. monocitos A exposicion al resfriado; dominante
familiar sefializacion NF-kB y ) ;
rocesamiento de IL-1 Sensible al agonista de IL
P 1R (Anakinra)
Enfermedad Defecto en criopirina Rgsh n eor]at-al,
inflamatoria implicado en la apoptosis meningiis cronica, y
. PMNsy . artropatia con fiebrey ~ Autos6mica
multisistémica de . de leucocitos y en la . ) - CIAS1
monocitos . respuesta inflamatoria al  dominante
debut neonatal sefializacion NF-kB y )
(NOMID) rocesamiento de IL-1 agonista de IL-IR
P (Anakinra)
Teiidos hemato- Trastornos en la
Sindrome con acne, ! o reorganizacion de la actina - . PSTPIP1
) poyéticos, Artritis destructiva, L -
piodrema gue compromete la . " ) Autosomica (también
.. aumentado en o inflamacion de la piel, . )
gangrenosum, artritis . sefializacion fisioldgica - dominante  conocida como
S células T rash, miositis
esteril piogena ivad durante la respuesta C2BP1)
activacdas inflamatoria
Uveitis, sinovitis
Mutaciones en el sitio de granulomfatosa, - NOD2 (también
Sindrome Blau Monocitos unién de nucleétidos de camptodactiia, rash y - Autosomica conocida como
neuropatias craneales; dominante
CARD15, . CARD15)
30% tienen enfermedad
de Crohn's
1.2.8 Deficiencias del complemento

Se han descrito defectos en practicamente todos los componentes del sistema del
complemento, aunque son poco frecuentes. En la Tabla I-8 se detallan la herencia y las distintas
caracteristicas de cada uno de los déficits de proteinas del complemento.

La mayoria de los defectos en la via del complemento tienen una herencia autosdémica
recesiva, pudiendo ser reconocidos los heterocigotos por tener la mitad de los niveles normales del
componente afectado. No obstante, las deficiencias en el factor H, en el factor | y en MBL pueden ser
tanto autosdmicas dominantes como recesivas. El Unico defecto con herencia ligada al cromosoma X
es déficit en properdina.

La expresidn clinica de los defectos en el sistema del complemento es variable y depende del
rol del componente afectado. Los individuos con estas deficiencias pueden tener un incremento de la

susceptibilidad a infecciones, enfermedad reumatoide, angiodema o pueden ser asintomaticos. Los
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pacientes con deficiencia en C3 tienen una marcada susceptibilidad a infecciones por bacterias que
requieran opsonizacion como mecanismo de defensa del huésped. Los defectos en C1, C2 o C4
tienen ademas una incrementada susceptibilidad a infecciones por bacterias encapsuladas. La
activacion de los componentes finales, C5-C9, resulta en el ensamblaje del complejo de ataque a
membrana y en la generacion de actividad bactericida frente a bacterias gram negativas, asi los
pacientes con deficitis en estos componentes tienen gran susceptibilidad a infecciones por Neisseria
(Sjoholm et al. 2006)
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Tabla I-8. DEFICIENCIAS DEL COMPLEMENTO

Deficiencia Herencia Sintomas
) . Sindrome lupus like, enfermedad
Clq Autosomica recesiva L .
reumatoide, infeccion
. . Sindrome lupus like, enfermedad
Clr Autosomica recesiva . ) .
reumatoide, infeccion
) . Sindrome lupus like, enfermedad
c4 Autosomica recesiva . . .
reumatoide, infeccion
. . Sindrome lupus like, vasculitis,
Cc2-~ Autosomica recesiva ndrome ILpus -
miositis, infecciones piégenas
C3 Autosomica recesiva Infecciones recurrentes piégenas
C5 Autosomica recesiva  Infecciones por Neisseria, Lupus
C6 Autosomica recesiva  Infecciones por Neisseria, Lupus
c7 Autosomica recesiva Infecciones por Neisseria, Lupus,
vasulitis
C8 alfa~~ Autosomica recesiva  Infecciones por Neisseria, Lupus
C8 beta Autosomica recesiva  Infecciones por Neisseria, Lupus
c9 Autosomica recesiva Infecciones por Neisseria
C1 inhibidor Autosomica dominante Angioedema hereditario
Factor | Autosomica recesiva Infecciones recurrentes piégenas
Factor H Autosomica recesiva Infecciones recurrentes piégenas
Factor D Autosomica recesiva Infecciones por Neisseria
Properdina Ligada al X Infecciones por Neisseria

Deficiencia en
MBP

Deficiencia en
MASP2

Autosomica recesiva

Autosomica recesiva

Infecciones piogenas con poca
penetrancia, principalmente
asintomaticos

LES, infecciones piogenas
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1.3 Inmunodeficiencias combinadas

1.3.1 Deficiencia en adenosin deaminasa (ADA)

La deficiencia en ADA es una inmunodeficiencia severa asociada con la deplecion de los tres
tipos celulares, células B, células T y células NK. El primer paso para esclarecer esta deficiencia se
dio en 1972 al describirse una alteracién del enzima ADA en los eritrocitos de pacientes que
presentaban una deficiencia grave del sistema inmunolégico (Giblett et al. 1972).

La expresiéon clinica mas frecuente de esta inmunodeficiencia aparece después del
nacimiento y se caracteriza por la presencia de infecciones recurrentes asociadas a linfopenia, fallo
en el crecimiento, infecciones oportunistas por virus, hongos y bacterias y anormalidades
esqueléticas, neurolégicas e inflamatorias. Se asocia con vomitos, diarreas, candidiasis generalizada,
SCID y muerte temprana en ausencia de tratamiento. En general el timo esta ausente o es pequefio y
displasico en estos pacientes. La deficiencia en ADA es infrecuente, con incidencia menor de 1:10° y
es responsable del 15% de todos los casos de SCID o en un tercio de estos con herencia autosémica
recesiva (Hershfield 2003). Este tipo de SCID es provocado por mutaciones en el gen que codifica
para ADA, enzima esencial para la funcién metabdlica de variedad de tipos celulares, pero
especialmente para los linfocitos T. La heterogeneicidad tanto clinica como metabdlica fue apreciada
desde las primeras descripciones de este déficit. Los pacientes con una deficiencia total se
diagnostican a la edad de 6 meses y raramente sobreviven al uno o dos afios sin un transplante de

medula 6sea 0 una terapia enzimatica sustitutiva.

Adenosine Deoxi-adenosine
l ADA l
Inosine Deoxi-inosine

N

Hipoxanthine

Xanthine

oxidase
Xanthine
Uric Acid

Figura I-2. Reaccién catalizada por el enzima adenosin deaminasa (ADA). ADA reduce la
concentracion intracelular de adenosina y 2'-deoxiadenosina. En su defecto, la
acumulacion de adenosina y de 2'-deoxiadenosina tiene un efecto inmunosupresor sobre
las células proliferativas inmunocompetentes.
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1.3.1.1 Funcién y mecanismos patogénicos de la deficiencia en ADA

La adenosin deaminasa es una enzima de la via de las purinas, la cual cataliza la conversion
irreversible de adenosina (Ado) y 2’-deoxiadenosina (dAdo), a inosina y 2‘'-deoxiinosido,
respectivamente, como se observa en la Figura I-2. La deaminacién de Ado y dAdo tiene lugar
durante el metabolismo normal de las purinas. La principal funcion de ADA es el catabolismo de dAdo
que surge de la degradacion del DNA, el cual es altamente téxico para las células linfoides. Los
pacientes SCID deficientes en ADA secretan dAdo (pero no Ado) en orina. La deficiencia de ADA da
lugar a una acumulacién de sus sustratos (metabolitos toxicos), adenosina y 2’-deoxiadenosina que
se elevan en plasma y se acumulan en las células de los pacientes afectos, lo cual provoca una
profunda disminucién en la maduracién de precursores linfocitarios.

La proteina ADA se encuentra en el eritrocito como un monémero soluble. Aunque también
esta asociada a otros tipos celulares como son timocitos medulares, células T activadas y células
epiteliales de distintos tejidos, dando lugar a un ecto-enzima en complejos de mas de 200kDa debido
a la unién del mondédmero con la glicoproteina de membrana CD26/dipeptidil peptidasa IV. CD26 actta
como un coestimulador de la proliferacion de los timocitos y activacion mediada por el receptor de la
célula T (TCR). En virtud de esta actividad ectopeptidasa ha sido implicada en la regulacién de la
actividad de ciertas citocinas y hormonas (De Meester et al. 1994).

Tanto los casos clinicos como los estudios in vitro han implicado dos mecanismos
patogénicos, la inhibicidn de la replicacién y reparacion del DNA y la inhibicién de la metilacién. Los
efectos pro-apoptéticos resultantes de la expansién del pool de nucledtidos (dATP) podria ser la
primera causa de linfopenia debida a la deficiencia de ADA. Estos efectos incluyen la inhibicién de la
ribonucleétido reductasa, la cual puede bloquear la replicacion del DNA y activar p53, asi como la
estabilizacion por dATP del complejo apoptosoma compuesto por el citocromo c citosélico, factor-1
activador de apoptosis y la procaspasa 9. La inhibicion de reacciones de transmetilacion puede
también contribuir a inmunodeficiencia y dafio hepéatico que se produce tanto en el modelo murino

como en humanos (Blackburn et al. 2005).

1.3.1.2 Organizacion molecular de ADA. Fenotipo y heterogeneidad genética

En humanos el gen ADA (MIM*608958) se encuentra localizado en el brazo largo del
cromosoma 20 (32Kb) y da lugar a una proteina de 41kDa con 363 residuos aminoacidicos. Este gen
fue clonado y secuenciado en 1983, confirmandose la hipétesis de que estos pacientes con el pefrfil
clinico expuesto anteriormente tenian mutaciones en el gen que codifica para la ADA (Orkin et al.
1983). Esta organizado en 12 exones que se expanden en 32,040 bp. Se han identificado mas de
setenta mutaciones en el gen ADA en 59 familias no emparentadas de las cuales han sido reportadas
67, entre ellas 47 sustituciones, 12 de splicing, 9 deleciones y 5 mutaciones sin sentido. Las
sustituciones de aminoacidos se distribuyen a lo largo de toda la secuencia proteica. Algunas de las

largas deleciones se han generado por recombinacién con zonas de repeticién Alu, aunque muchas
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de ellas son pequefas y seguramente debidas a errores de replicacion. Muchas de las mutaciones
sustitutorias recurrentes se han dado en codones que contienen el dinucleétido CpG. Hay evidencia
de una correlacién fenotipo-genotipo en las formas severas y medias de déficit de ADA. Las formas
medias se deben a una disminucién pero no a una ausencia de la funcién enzimatica de ADA.
Aunque es inusual, pueden darse casos de mosaicismo, complicando su analisis (Hirschhorn et al.
1994). A través de la base de datos de mutaciones en ADA se puede conocer la actualizacion de las
mutaciones en este gen. ADAbase, Mutation Registry for Adenosine Deaminase Deficiency. Institute
of Medical Technology, IMT Bioinformatics, University of Tampere, European Society for

Immunodeficiencies.

Se han distinguido diferentes niveles de gravedad clinica y disfunciéon inmunolégica en los
pacientes con déficit de ADA. Los distintos fenotipos se han correlacionado con la actividad residual
del enzima, que a partir de un 5% de actividad enzimatica reduce la toxicidad metabdlica permitiendo
la supervivencia de células T funcionales (Hershfield 1998). La definicién de los diferentes fenotipos

es la siguiente:

1. SCID: profunda linfopenia con ausencia de la funcion inmune humoral y celular, dando lugar
a infecciones oportunistas con diagnéstico durante el primer afio de vida.

2. Comienzo retardado: deterioro clinico debido a una deficiencia inmune combinada, ddndose
el diagnostico entre uno y diez afios de vida.

3. Comienzo tardio: deterioro clinico e inmunolégico que se manifiesta después de la primera
década de vida.

4. Parcial: Individuos sanos con deficiencia en ADA, con funcién inmune normal.

La cantidad de dATP esta elevada entre 300 y mas de 1500 veces en los pacientes con
SCID, entre 30 y 300 veces en los de comienzo retardado y tardio, y entre 0 y 30 veces en la

deficiencia parcial.

1.3.1.3 Tratamiento

La terapia enzimatica en este déficit estd basada en el hecho de que los metabolitos
presentes en plasma son degradados por el enzima ADA administrado exégenamente. El tratamiento
bioguimico consiste polietilen-glicol mas ADA bovina (PEG-ADA), donde el polietilen-glicol protege el
enzima bovino de ataques proteoliticos o inmunolégicos, reduciendo el impacto metabdlico del

defecto enzimatico y restaurando significativamente la funcién inmune (Buckley et al. 1999).
El déficit de ADA fue la primera enfermedad humana en la que se ensay6 la terapia génica,

un proceso que consiste en transferir genes exdégenos mediante un vector, generalmente un

retrovirus, a las células sométicas de un individuo con el fin de corregir un defecto genético. El primer
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ensayo clinico fue realizado en 1990 en dos nifias con deficiencia de ADA y consistid en estimular in
vitro con anti-CD3 e IL-2 células mononucleares de sangre periférica, para luego infectarlas con un
vector retroviral que contenia el gen normal de la ADA (Anderson et al. 1990). Estos linfocitos
corregidos genéticamente fueron reinfundidos en las pacientes varias veces, durante un periodo de
dos afios, con la intencién de corregir el maximo namero de linfocitos T. Los analisis moleculares
después de 4 afios demostraron que los linfocitos de estas pacientes poseian el gen normal de la
ADA. En 1992, se inici6 el segundo ensayo en dos pacientes con deficiencia de ADA, que consistié
en la modificacion genética no solo de linfocitos sino también de células de medula 6sea que fueron
reinfundidas durante un periodo de 24 meses (Ferrari et al. 1992). Los analisis moleculares revelaron
que los linfocitos y granulocitos poseian el gen normal, indicando que la correccién genética de las
células de la medula 6sea habia sido transferida a la progenie.

En 1993, se inici6 el tercer ensayo clinico de terapia génica en el cual las células corregidas
genéticamente fueron progenitores hematopoyéticos CD34+ provenientes de cordon umbilical de
recién nacidos con deficiencia de ADA. El protocolo consisti6 en la modificacion genética de las
células CD34+ in vitro para luego ser reinfundidas de forma intravenosa. A los 18 meses, los estudios
moleculares revelaron que tanto los linfocitos como los polimorfonucleares eran portadores del gen
normal. Aunque los pacientes estudiados en estos ensayos nunca dejaron de recibir tratamiento con
ADA, la terapia génica ha demostrado ser una buena estrategia terapéutica para corregir este
desorden (Blaese 1993).

No obstante, el tratamiento mas eficaz en estos pacientes es el trasplante alogénico de

precursores hematopoyéticos de un donante emparentado.
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1.4 Inmunodeficiencias de anticuerpos.

1.4.1 Agammaglobulinema ligada al X (XLA)

La Agammaglobulinemia ligada al X (XLA) es el prototipo de deficiencia humoral y se
caracteriza por un fallo en la maduraciéon de los linfocitos B y en consecuencia una disminucion de
esta subpoblacion linfocitaria, agammaglobulinemia e incapacidad de sintesis de anticuerpos in vitro.
Tienen una incidencia de aproximadamente 1:200,000. En 1952, Bruton informé del caso de un varén
de ocho afios de edad con sepsis bacteriana recurrente y ausencia de la fraccién globulina en la
electroforesis proteica del suero (Bruton 1952). El paciente descrito por Bruton fue tratado
mensualmente con dosis de gammaglobulina intramuscular observdndose una marcada mejoria. En
los afios siguientes se observo que la agammaglobulinemia a menudo tenia un patron hereditario
ligado al cromosoma X, fue entonces cuando esta entidad se comenzé a conocer como
agammaglobulinemia ligada al X o agammaglobulinemia de Bruton. Posteriormente en los afios 70,
con el descubrimiento de que las células B expresaban inmunoglobulinas en superficie, se observo
que los pacientes con XLA carecian de células B circulantes. Se publicaron resultados en los cuales
se indicaba que los pacientes con XLA tenian precursores de células B en médula ésea, pero que
estas no se desarrollaban normalmente (Conley 1985).

Para conocer si el defecto en XLA era intrinseco al linaje de células B o debido a la ausencia
de algun factor de crecimiento o diferenciacién producido por las células T, mieloides o células
estromales de médula 6sea, se examinaron los patrones de inactivacion del cromosoma X tanto en
células B, células T, y neutréfilos de los portadores de la enfermedad (Tsuge et al. 1993). El resultado
de estos experimentos fue que las células B pero no otras mostraban un patrén de inactivacion no al
azar, ya que las células B derivadas de precursores que tenian el cromosoma X normal, eran activas.
En 1993 dos grupos describieron simultaneamente una tirosin cinasa citoplasmatica de 659aa,
demonidada tirosin cinasa de Bruton (Btk) (MIM*300300), con rasgos similares a las de la familia src,

como el gen responsable de XLA (Tsukada et al. 1993; Vetrie 1993).
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Figura |-3. Representacién esquematica del desarrollo de los linfocitos B. El bloqueo en la
diferenciacién en los pacientes con XLA se da en los estadios pre-B temprano y tardio
manifestandose en una virtual ausencia de linfocitos B y de células plasmaticas en
periferia.
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Btk se expresa en todos los estados de diferenciacion de la célula B, excepto en células
plasmaticas. Ademas se expresa en células mieloides y plaquetas, pero no en células T o células NK.
La cinasa Btk estd implicada en la sefializacién del receptor de la célula B dirigiendo directamente el
desarrollo del linaje de las células B fFigura I-3). EI XLA se caracteriza por una interrupcién en la
diferenciacién de la célula B tras la transicion pre-B. El andlisis de medula 6sea en estos pacientes
revela un bloqueo en los estios pre-B temprano (Cmnegativo) y pre-B tardio (Cmpositivo). Este puede
ser variable existiendo pacientes con un namero normal de células pre-B, que son incapaces de

proliferar (Islam et al. 2000).

1.4.1.1 Hallazgos clinicos, de laboratorio y presentacion en el XLA

XLA se caracteriza por un incremento de la susceptibilidad a infecciones principalmente
causadas por bacterias extracelulares y piégenas siendo las mas comunes por S. pneumoniae y H.
influenzae. Muchos pacientes estan protegidos de la infeccidon durante los primeros meses de vida
por los anticuerpos transferidos de la madre.

Los pacientes que son tratados con dosis sustitutorias de inmunoglobulinas adecuadas
raramente tienen infecciones dramaticas, pero pueden tener otitis persistente, sinusitis, conjuntivitis y
resfriado. Mycoplasma, Giardia Lambia son otros patégenos oportunistas que pueden dar lugar a
infecciones y retraso en el crecimiento en pacientes con XLA. El rol de las infecciones viricas en estos
pacientes es complejo. Parece probable que una infeccion viral previa precipite una neutropenia que
posteriormente de lugar a infecciones por Pseudomonas y Staphilococus. Existen referencias de que
los pacientes con XLA tienen una susceptibilidad incrementada a infecciones por enterovirus,
incluyendo echovirus, coxsackie, y tanto polio salvaje como la asociada con la vacunacién. Estos
agentes pueden causar un sindrome similar a la dermatomiositis o encefalitis fatal cronica (Ochs et al.
1996). Existe la evidencia de que en algunos de estos pacientes se incrementa el riesgo a carcinoma
gastrointestinal, aunque responden mejor a la terapia que los pacientes tipicos sugiriendo que es una
enfermedad un poco diferente.

Muchos de estos pacientes tienen células pre-B en su médula ésea, aunque practicamente
no hay células B maduras en periferia (<2%) y las células plasmaticas estan ausentes en ganglios
linfaticos y médula 6sea. Como consecuencia, son incapaces de producir todos los isotipos de
inmunoglobulinas, encontrandose concentraciones de IgM, IgA e IgG marcadamente reducidas. La
IgG sérica es generalmente menor de 200 mg/dl y la concentracion de IgA usualmente es menor de
20 mg/dl. Es recomendado en estos pacientes el analisis del espectro de anticuerpos y la
investigacion de anticuerpos antigeno especifico.

El diagnéstico diferencial se realiza con otras causas de hipogammaglobulinemia como son
la deficiencia de la cadena pesada Mu, la deficiencia de lambda 5 y la deficiencia de IgA. El
diagnostico definitivo se lleva a cabo cuando se trata de un varon con menos de 2% de linfocitos B

CD19 y una de las siguientes caracteristicas:
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1. Mutacion en el gen de la BTK.
2. Ausencia de ARNm de tirosin cinasa en neutréfilos 0 monocitos.
3. Ausencia de proteina tirosin cinasa en monocitos o plaguetas.

4. Familiares maternos como primos, tios, sobrinos con menos de 2% de linfocitos B CD19.

Existe un rango en la edad de inicio entre los que son diagnosticados tempranamente tras
hospitalizacion por infecciones draméaticas y los que son evaluados como inmunodeficiencia por
encima de los cuatro meses de edad. La heterogeneidad clinica es considerable en los pacientes con
XLA, aunque la mayoria son diagnosticados de inmunodeficiencia dentro de los 5 primeros afios de
edad. Es infrecuente el diagndstico en adultos, aunque se han encontrado algun abuelo o nieto de
pacientes con XLA que portan la mutacion, estos individuos usualmente tienen una historia de
sinusitis recurrentes o persistentes, y podrian haber tenido algln episodio de neumonia, y han llevado
una vida normal en ausencia de reposicién de inmunoglobulinas. En los casos de XLA esporadico la
media de edad al diagnéstico es de 35 meses, con un rango entre los dos y los once afios.

No obstante, en los casos con historia familiar el 20% de los pacientes son diagnosticados
en el primer afio de vida y el patron de hallazgos es el siguiente:

i) Pioderma gangrenosum, abcesos perirectales, celulitis o impétigo.
i) Sepsis por Pseudomonas o Staphilococus.
iii) Neutropenia.

Y el 50% se diagnostican entre los 13 y 40 meses de edad, con una historia de otitis
recurrentes y/o sinusitis durante el diagndstico, ademas de una alta incidencia de neumonia, artritis,
meningitis e infecciones menos serias como diarrea y conjuntivitis. Aproximadamente el 20% de los
pacientes tienen infeccion abrumadora, a menudo con neutropenia. Otro 10-15% tienen
concentraciones de inmunoglobulinas séricas mas altas o no son reconocidos como
inmunodeficientes hasta los 5 afios de vida (Chapel et al. 2003).

Las portadoras de la enfermedad no suelen mostrar signos de la enfermedad, no obstante, se
han descrito raras excepciones como el caso de una mujer con todos los signos y sintomas de XLA,
hija de un hombre con XLA. Caso en el que los estudios de inactivacion del cromosoma X mostraron

qgue el cromosoma derivado del padre, era el cromosoma X activo en todos los linajes celulares de la

hija (Takada et al. 2004).

1.4.1.2 El gen Btk (Bruton tirosin cinasa) y diagnostico molecular en XLA

El gen de la Btk est& constituido por 19 exones incluyendo una zona no traducida en 5’ a lo
largo de 37kd localizada en la region 21.3-22 del brazo largo del cromosoma X (Xq) (Ochs and Smith
1996). Las mutaciones en este gen impiden la maduracion de las células B debido a la falta de
sefalizaciéon a través de Btk, la cual es crucial regulando el desarrollo y maduracién de las células B.
La proteina Btk consta de cinco dominios funcionales figura 1-4), un dominio amino-terminal de

homologia Pleckstrin (PH) (1-138aa) responsable de la localizaciéon de la proteina en membrana
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mediante la union a grupos fosfatidil-inositol de lipidos de membrana, una region de homologia Tec
(TH) (139-215aa) que une Zn®, la cual es esencial para su estabilidad, un dominio de homologia Src3
(SH3) (216-280aa), un dominio de homologia Src 2 (SH2) (281-377aa) y un dominio catalitico de
homologia Src 1 (SH1) (378-659aa), que se encuentra en la porcién carboxi-terminal de la molécula.

dominio; “ P : h il ' Ja e
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Figura I-4. Representacion esquematica de la proteina Btk y los exones que codifican cada
dominio. El gen BTK se encuentra localizado en la region cromosémica Xg282.1. La
proteina estd compuesta por los siguientes dominios PH (pleckstrin homology), BTK (TH)
(Tec homology), SH3 (Scr3 homology), SH2 (Scr2 homology), y el dominio cinasa.

Esta proteina es miembro de una familia de tirosin cinasas entre las que se incluyen Tec,
ItkiEMT/Tsk, Bmx y Txk/RIk, relacionada pero diferente de la familia de las kinasas Src. (Tsukada et
al. 1993). De los miembros de esta familia, Btk es la Unica asociada hasta la fecha con patologia en
humanos. La interaccién a través de diferentes receptores presentes en la superficie celular como el
receptor de la célula B (BCR), el receptor de alta afinidad de la IgE en mastocitos, el receptor del
colageno tipo VI en plaquetas, da lugar a la activacion y la fosforilacion de Btk. Btk esti implicada en
la transferencia de sefiales desde el receptor de la célula B via fosfolipasa C2 (PLC@), y activacién
de la protein cinasa C (Hashimoto et al. 2000). La Btk se activa de manera escalonada por
fosforilacion, primero por cinasas de la familia Src y posteriormente Btk fosforilard a la PLCQ, esta
Ultima generara inositol trifosfato (IP3), el cual actia como segundo mensajero uniéndose a

receptores en el reticulo endoplasmatico, lo que daréd lugar a una liberacién de calcio (Figura I-5).

Han sido identificadas mas de 400 mutaciones que estan recogidas en la base de datos de

mutaciones Btk-base (http://bioinf.uta.fi/BTKbase ultima actualizacion en mayo 2006), la cual se

establecié en 1994 como registro de mutaciones en XLA. Las mutaciones que causan el XLA han
sido descritas en todos los dominios de la proteina y se encuentran diseminadas a lo largo de todo el
gen, incluso en regiones no codificantes. No obstante, se ha observado una frecuencia de mutaciones
mayor de la esperada en la region SH1 (Fiorini et al. 2004). El analisis de las diferentes mutaciones
ha revelado la existencia de una considerable heterogeneidad en el espectro clinico del XLA
(Speletas et al. 2001). La mayoria de las mutaciones conocidas generan un cambio en la proteina,
debido tanto a mutaciones por cambio de la pauta de lectura (frameshift mutations) como a
mutaciones sin sentido (nonsense mutations), por las cuales el codon que especifica para un
aminoéacido es cambiado a un codén de terminacion, dando lugar a una proteina truncada. Aunque
las mutaciones se distribuyen regularmente a lo largo del gen de la Btk, los sitios puntuales mas
mutables como en muchos desordenes genéticos son los dinucleétidos CpG (Lindvall et al. 2005).

Varias de las series publicadas coinciden en que son las sustituciones aminoacidicas las mutaciones
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mas frecuentes en XLA, con una frecuencia aproximada del 65%, seguido de pequefias inserciones o
deleciones (~25%) y grandes alteraciones del DNA gendmico (~10%). Las mutaciones son altamente

variables encontrando un 3% de los pacientes con mutaciones complejas.

Receplor

Integrine GPCR Receptor
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Figura I-5. Modelo esquemético de la sefializacion de la tirosin cinasa de Bruton (Btk). Debido a
la multitud de moléculas de sefializacion que pueden interactuar con ella, defectos en
esta proteina pueden generar efectos pleiotropicos. Las flechas discontinuas indican vias
de sefalizacion no completamente resueltas. Adaptado de (Lindvall et al. 2005).

Relacién fenotipo-genotipo. Es dificil establecer una relacion entre la mutacidon especifica
en Btk y la gravedad de la enfermedad, aln cuando la presencia de otros factores genéticos, la edad
de diagnostico y el ambiente de exposicion a la infeccién puede influir. No obstante, aunque en todos
los casos de XLA existe un disminuido nimero de células B, podria considerarse este un indicador de
gravedad. Incluso cuantificar los niveles de inmunoglobulinas en el momento del diagndstico ha
intentado relacionarse con la severidad sin mucho existo. Pacientes con mutaciones severas en BTK,
como son los que portan un codon de teminacion prematuro, o defectos en los codon de comienzo de
la secuencia, pueden tener una enfermedad mas benigna, definida por un comienzo mas retardado
de la enfermedad o una mayor concentracién de inmunoglobulinas séricas de lo que se podia pensar.
Existen ademas factores que ayudan a proteger a estos pacientes como pueden ser variantes
genéticas de proteinas intrinsecas al linaje B, que pueden ayudar a desviar el defecto en Btk, como
es el caso de la protein cinasa Tec que puede ser activada por las mismas sefales que la Btk. La
posibilidad de que cierto tipo de mutaciones den lugar a cuadros méas benignos no ha sido
descartado. Asociandose una enfermedad mas leve en pacientes con mutaciones en las dos bases
invariantes tanto al comienzo como al final de un intrén, asi como en la posicién -1 y +5 del lugar

dador de la zona de corte y empalme (Valiaho et al. 2006).
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1.4.1.3 Terapia en el XLA

El tratamiento de las infecciones es esencial en todas formas de IDP. El uso de antibidticos
para combatir las infecciones bacterianas es uno de los pilares en el manejo de los pacientes con
XLA, siendo muchas veces necesario un tratamiento prolongado. No obstante, el tratamiento
sustitutivo con gammaglobulina es la principal terapia en XLA. La cual deberia comenzar entre la
semana 10 y la 12 en los casos diagnosticados durante el periodo prenatal o neonatal, y en los que
se conocen por la historia familiar (Quartier et al. 1999).

Se ha estudiado la terapia génica como opcién de tratamiento para el XLA utilizando
diferentes modelos animales deficientes en Btk sin obtenerse resultados éptimos, esto junto con el
hecho de que pacientes con SCID ligado al X tratados con terapia génica han desarrollado leucemia,
ha dejado esta alternativa en desuso (Yu et al. 2004).

Otro tratamiento propuesto ha sido el trasplante de progenitores hematopoyéticos. En el Ginico
estudio realizado en humanos, tres pacientes fueron trasplantados de donantes emparentados HLA
idénticos sin régimen preparativo ni terapia contra el rechazo, no obteniendose el beneficio clinico
observado en modelos murinos. En el mismo estudio otro grupo de pacientes fue tratado con terapia
anti-rechazo previo al transplante, en ninguno de los pacientes se demostré un incremento de las
concentraciones de IgM o IgA en suero, ni la presencia de linfocitos B Btk positivos en circulacion

periférica tras el trasplante (Howard et al. 2003).
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1.4.2 Sindrome de Hiper-IlgM

Durante los ultimos afios, se han identificado en humanos serie de defectos que muestran
deteriorado el proceso de cambio de clase de las inmunoglobulinas (CSR) con la consecuente
incapacidad para producir inmunoglobulinas que no sean IgM o IgD. Estos defectos han sido
colectivamente referidos como inmunodeficiencia con hiper IgM. Al menos cinco genes han sido
implicados directa o indirectamente en la via de sefalizacién de las células B a través del CD40 como
causa de HIGM si estos estuvieran mutados. Existen tanto formas primarias como adquiridas, las
formas adquiridas pueden ser secundarias a la rubéola congénita, a neoplasias o al uso de farmacos
(Kato et al. 2003).

El examen cuidadoso de la clinica y el fenotipo inmunol6gico asociado en los sindromes de
hiper IgM (HIGM) ha mostrado que los defectos pueden extenderse mas alla de las células B,
resultando en una inmunodeficiencia combinada mas que en un defecto puramente humoral. La
deficiencia en inmunoglobulinas con IgM elevada esta caracterizada por infecciones recurrentes
asociadas con niveles bajos en suero de IgG e IgA, con niveles normales o incrementados de IgM y

una funcién de la célula T normal.

1.4.2.1 Generacién del repertorio de anticuerpos

La generacién del repertorio de anticuerpos requiere dos pasos sucesivos. El primer paso es
independiente de la interaccion con el antigeno y de la célula T y tiene lugar en médula ésea. Alli, los
linfocitos B inmaduros reordenan los segmentos génicos V (variabilidad), D (diversidad) y J (unién) de
sus inmunoglobulinas gracias a lo cual se forma un segmento integrado funcional (VDJ) que esta
unido a la region constante p (Cu) Figura I-6.). Tras este proceso se genera un primer repertorio de

anticuerpos formado exclusivamente por inmunoglobulinas del isotipo IgM (Durandy et al. 2001).
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Figura I-6. Esquema del desarrollo del linaje de células B marcado por el reordenamiento y
expresion de los genes de las inmunoglobulinas. Los pacientes con el Sindrome de
Hiper IgM estan caracterizados por la incapacidad de sintetizar inmunoglobulinas que no
sean IgM, viendose afectado el estadio de células B maduras.

33



INTRODUCCION

El segundo paso es dependiente de la interaccién con el antigeno y con la célula T y tiene lugar
en los organos linfoides secundarios. El antigeno es presentado por el linfocito B en el contexto de
MHC de clase Il al linfocito T CD4, que lo reconoce a través de su receptor de membrana TCR. El
reconocimiento del antigeno junto con la interaccion de moléculas coestimuladoras como B7 en la
célula B y CD28 en la célula T CD4, provocan la activacién de esta Ultima que pasa a expresar CD40
ligando (CD40L) en su superficie. CD40L interacciona con CD40 que se expresa de forma constitutiva
en la célula B. Esta interaccién conduce a la proliferacion clonal de las células B, a su diferenciacion y
a la formacién de centros germinales. Los linfocitos T CD4 activados secretan citocinas para
incrementar la proliferacion y para determinar el tipo de inmunoglobulinas que se van a generar
(Maizels 2005). Es en los centros germinales donde se dan de forma exclusiva 2 fendmenos
genéticos que llevan a la generacion del segundo repertorio de anticuerpos.

El primero de ellos es el CSR que tiene lugar a través de un proceso de recombinacion entre
dos regiones diferentes de cambio o “switch” (S), localizadas en la zona anterior de cada regién C en
el gen que codifica para las inmunoglobulinas. EI cambio de la regién Qu por una regién constante de
otra clase de inmunoglobulina (C?, Ca, Ce) es lo que conduce a la produccién de IgG, IgA e IgE que
contienen la misma regién V especifica. En este proceso intervienen diferentes enzimas como la

citidin deaminasa inducida por activaciéon (AID) y la uracil N-glicosilasa (UNG) Figura I-7.

Transcripcién deregiones S

Deaminaciéon de C por U

Deglicosilaciéon y eliminacién
de U por sitios abasicos

Rotura del DNA \v\_’_‘

|||M\I

l RNA
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Figura I-7. Representacion esquematica de la citidin deaminasa inducida por activacién (AID)
como enzima editora de DNA. Durante la transcripcién, se generan R-loops por la
formacion de hibridos RNA-DNA, dejando expuesta la otra hebra de DNA como diana de
AID. AID deamina residuos citosina en uracilo. Los residuos U integrados son
deglicosilados y eliminados por la uracil-N-glicosilasa (UNG) dando lugar a lugares
abésicos que seran diana de la endonucleasa apirimidinica (APE). Las muescas de DNA
son entonces procesadas en roturas de doble hebra (DSB).
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AID es una deaminasa que transforma los residuos dCitosina del DNA en dUracilo. Estos
residuos dUracio son eliminados por la enzima UNG, formandose cortes en el DNA. Estos cortes son
los que provocan las roturas de doble hebra de DNA necesarios para que se den los procesos de
recombinacion. El segundo evento genético es la SHM, que consiste en generar mutaciones
puntuales en las regiones V de las inmunoglobulinas para incrementar la afinidad de los anticuerpos.
En este proceso también actua AID aunque con la intervencién de otros cofactores. Este paso
precede a la seleccién positiva de las células B, si tienen un receptor con alta afinidad por el antigeno,
y a la seleccion negativa, si tienen un receptor con una baja afinidad por el antigeno o una
especificidad para un auto-antigeno. Todos los procesos de seleccion suceden dentro de los centros
germinales a través de la interaccidn con las células dendriticas foliculares. Algunas de las células B
activadas por el antigeno no pasan a secretar inmunoglobulinas, adquieren la capacidad de sobrevivir
durante largos periodos de tiempo sin necesidad de estimulacion antigénica. Estas células son las
denominadas células de memoria y son capaces de generar respuestas rapidas cuando vuelve a

aparecer el antigeno (Notarangelo et al. 2006).

1.4.2.2 Clasificacion de los Sindromes de Hiper IgM

Las formas primarias de hiper IgM son consecuencia de diferentes defectos moleculares que
llevan a un fallo en la generacion del repertorio de anticuerpos. Los diferentes defectos genéticos que

dan lugar a hiper IgM estan esquematizados en la Figura I-8.

- La mas comun es la forma ligada al cromosoma X KHIM o HIGM-1) que estad causada por
mutaciones en el gen que codifica para CD40L (CD154 o gp39) el cual se expresa en la superficie de
las células T CD4 activadas (Allen et al. 1993). La mayoria de los pacientes con déficit en CD40L
presenta infecciones sinopulmonares graves recurrentes, neumonia por P. carinii, diarrea crénica
debida a infecciones por Cryptosporium sp. que pueden dar lugar a colangitis esclerosante, asi como

neutropenia intermitente o persistente.

Las mutaciones en la molécula CD40, que se expresa en las células B, causan HIGM-3.
Hasta ahora s6lo han sido identificadas cuatro familias con deficiencia en CD40. En todos los casos el
patrén de herencia es autosémico recesivo y se diagnostica en base a la pérdida de expresion de
CD40 en la superficie de linfocitos B y monocitos. Los rasgos clinicos e inmunoldgicos de estos
pacientes son identicos a los que muestran los pacientes con HIGM1, con infecciones oportunistas
por P. carinii y Cryptosporium sp. e infecciones recurrentes por bacterias, enfermedad del tracto biliar
y una mortalidad incrementada. Los pacientes tienen bajos niveles en suero de IgG e IgA y niveles
normales o incrementados de IgM. El niumero de células memoria estd reducido y la hipermutacion
somatica alterada. No obstante, a diferencia de los pacientes deficientes en CD40L, las células B de
los deficientes en CD40 no son capaces de realizar el cambio de clase in vitro tras la activaciéon con

agonistas de CD40 y citoquinas (Ferrari et al. 2001).
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Figura I-8. Representacidon esquemaética de las bases moleculares en el Sindrome de hiper IgM.
La interaccion entre el CD40L presente en el linfocito T activado y el CD40 en presencia
de citoquinas, es esencial para la proliferacion del linfocito B, cambio de isotipo de
cadena pesada de inmunoglobulinas, maduracion de afinidad de la inmunoglobulina y
formacion de centros germinales. Defecto en los receptores de membrana (CD40L y
CD40) o en la cascada de activacion del NF-kB (NEMO) o en las enzimas AID y UNG que
se producen por la union de los receptores CD40L-CD40 en presencia de citoquinas,
afectan en forma similar la diferenciacion terminal del linfocito B y produciendo el
sindrome de hiper-IgM.

- El HIGM-2 y el HIGM-5 estan causados por mutaciones en los genes que codifican para las
enzimas AID y UNG respectivamente, y que estan selectivamente expresadas en las células B de los
centros germinales (Revy et al. 2000) (Kavli et al. 2005). El sindrome de hiper IgM con herencia
autosémica recesiva mas frecuente es el causado por mutaciones en el gen de AID que se expresa
en células B activadas.

Los pacientes con deficiencia en AID a menudo tienen hiperplasia linfoide, menos infecciones
oportunistas y generalmente mejor prondstico. En la mayoria de los casos esta enfermedad se
presenta en la infancia aunque es comdn un diagndstico tardio. Estos pacientes sufren principalmente
infecciones en vias respiratorias altas y bajas, infecciones gastrointestinales, del sistema nervioso
central y artritis entre un 12% y un 27%. Un rasgo prominente de la enfermedad es la hiperplasia
linfoide. El 20% de los pacientes tienen afectacidon autoinmune (anemia hemolitica, trombocitopenia y
hepatitis). Estos pacientes tienen una deficiencia profunda en IgG e IgA mientras que los niveles de
IgM son normales o estan aumentados. La respuesta a anticuerpos esta restringida al isotipo IgM, sin
cambio de clase tras inmunizaciones repetidas. El nimero de células T y B es normal, no obstante las
células B Unicamente expresan IgM e IgD de superficie, y el nimero de linfocitos B memoria (CD27+)
es normal.

Recientemente han sido publicados tres casos con deficiencia en UNG y herencia
autosémica recesiva. UNG se expresa en células B y genera “lugares abasicos” dentro de las
regiones variables de las inmunoglobulinas, un proceso requerido para una eficiente CSR y SHM.

Estos pacientes tienen una historia de infecciones recurrentes y dos de ellos mostraban
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linfoadenopatia. El nimero de linfocitos B memoria es normal (Imai et al. 2003). El ratén knockout en
UNG (UNG-/-) es caracteristicamente deficiente en CSR y SHM mostrando disminucion de dG y

transversion dC (Nilsen et al. 2000).

- La segunda forma de HIGM ligada al X esta causada por mutaciones en el Nuclear factor kB
(NF-kB) Essential Modulator gene NEMO), también conocido por IKK gamma. NEMO forma un
complejo con IKKa e IKKb, dos fosfoquinasas. Después del crosslinking de CD40 la proteina
inhibidora de NF-kB (I-kB) es fosforilada lo que da lugar a la liberacion de NF-kB permitiendo que se
transfiera al citoplasma y después al nucleo. Los pacientes varones pueden presentar displasia
ectodérmica anhidridtica e inmunodeficiencia, algunos presentan hipogammaglobulinemia con IgM
elevada (Jain et al. 2001).

- Se desconoce cual es la causa del HIGM-4, aunque se supone que se trata de un defecto
después de la actividad del enzima AID en la via de sefalizacion que lleva a la generacién de
anticuerpos. Muchos de los casos de hiper IgM causados por defectos intrinsecos a las células B no
son debidos ni a defectos en AID ni en UNG.

En particular se han reconocido dos formas distintas en base a los hallazgos inmunol6gicos. En
ambos el fenotipo clinico es similar a lo que se encuentra en la deficiencia en AID, con infecciones
bacterianas sinopulmonares e intestinales recurrentes. La hiperplasia linfoide cuando esta presente
(aprox~ 50% de los casos) es mediana y no se asocia con centros germinales gigantes.

En la primera de estas dos formas, el defecto en CSR parece estar localizado por debajo de
transcripcién de la zona S pero anterior a la rotura del DNA. De manera llamativa, la SHM es normal
tanto en frecuencia como en su patron. El nimero de células B memoria es también normal. Desde el
punto de vista clinico estos pacientes tienen un mejor prondéstico y no tienen predisposicion a padecer
autoinmunidad o tumores.

La segunda forma esta caracterizada por un reducido nimero de linfocitos B y desde el punto
de vista clinico estos pacientes son susceptibles de manifestaciones autoinmunes y posiblemente

también tumores.

- Se han observado marcados defectos en CSR y en la formacién de centros germinales en los
modelos knockout de ICOS e ICOS ligando. Estos hallazgos junto con el descubrimiento de
mutaciones homocigotas en ICOS en un adulto con fenotipo CVID hacen que esta pareja de receptor
y ligando sean genes candidatos para el estudio enpacientes con fenotipo HIGM (Warnatz et al.
2006). Los fenotipos HIGM y CVID han sido también observados en subgrupos de pacientes varones
con mutaciones en Btk o SAP/SH2D1A, genes responsables de XLA y XLP, respectivamente. Otros
desordenes con inmunodeficiencia primaria presentan el fenotipo HIGM. Aproximadamente el 20% de
los pacientes con hipogammaglobulinemia y deficiencia en MHC de clase Il y un subgrupo de
pacientes con A-T tienen elevadas la cifras de IgM en suero, aunque estas patologias pueden ser
facilmente reconocidas por los clinicos y confirmadas por test de laboratorio p.e. MHC Il en superficie

de células B o niveles elevados de a-fetoproteina en suero en el caso de AT. En la Tabla I-9 se
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muestra las frecuencias de defectos moleculares que dan lugar a un fenotipo de sindrome de hiper

IgM descritos en una cohorte de 140 pacientes (Lee et al. 2005).

Tabla I-9. FRECUENCIA DE LOS DEFECTOS GENETICOS EN HIGM.

Nimero de pacientes NUumero de
Genes % L
Varones _ Hembras familias
CD40L 69,50% 98 0 77
AID 2,80% 3 1 4
CD40 0 0 0 0
NEMO 0,70% 1 0 1
ICOS 0 0 0 0
ICOSL 0 0 0 0
UNG2 0,70% 1 0 1
btk 2,10% 3 0 2
SAP 0 0 0 0
Desconocido 23,50% 24 9 30
Total 100% 130 10 115

Tabla I-9. Frecuencias de los defectos moleculares en una cohorte de 140 pacientes con
HIGM. La deficiencia en CD40L es la més frecuente en los sindromes de hiper IgM (Lee
et al. 2005).

1.4.2.3 Tratamiento y prondstico

El tratamiento comun para todos los pacientes con Sindrome de hiper IgM es la infusién regular
de inmunoglobulinas endovenosas. Con ello se reduce la gravedad y frecuencia de las infecciones, se
normalizan los niveles de IgM (en especial si el tratamiento se ha iniciado en una edad temprana) y
puede llegar a corregirse la neutropenia. Si la neutropenia es muy severa se administra G-CSF
recombinante. Pero en ocasiones este tratamiento no es suficiente y se requiere el transplante
alogénico de médula 6sea o de cordén umbilical de un donante compatible (Bordigoni et al. 1998).

El prondstico a largo plazo de los pacientes con XHIM es peor que el de otras formas de
hipogammaglobulinemias congénitas. Sélo un 20% de estos pacientes alcanzan la tercera década de
vida y el 75% de estos tienen complicaciones hepatobiliares. La infeccion por Pneumocystis carinii
tiene un impacto muy importante en la morbilidad y mortalidad durante los primeros 5 afios de vida,

mientras que las afectaciones hepaticas contribuyen a la mortalidad tardia.
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1.5 Defectos en la funcion fagocitica

1.5.1 Enfermedad Granulomatosa cronica

La Enfermedad Granulomatosa Cronica es una alteracion de la actividad microbicida de los
fagocitos, originada por una disfuncidon del complejo enzimético nicotinamida adenina dinucle6tido
fosfato oxidasa (NADPH-oxidasa), esto hace que los fagocitos (neutréfilos, monocitos, macréfagos y
eosindfilos) de los individuos afectados sean incapaces de generar radicales del oxigeno (anion
superoéxido, peroxido de hidrégeno, radicales hidroxilos) con actividad microbicida (Vignais 2002).

Esta enfermedad tiene una incidencia de uno entre 200.000. Desde el punto de vista clinico, los
pacientes afectados presentan desde el primer afio de vida infecciones recurrentes, graves por
bacterias y hongos que compromete particularmente la piel, médula, ganglios linfaticos, pulmones,
higado y huesos. También es caracteristica una exagerada respuesta infamatoria que cursa con
formacion de granulomas, manifestandose con dolor o cuadros obstructivos a nivel digestivo, biliar o
urinario. El hecho de que el defecto se encuentre en la cadena respiratoria hace que los pacientes
solo sean susceptibles a infecciones por organismos catalasa positivos, siendo los organismos
infectantes mas comunes Aspergillus y Staphilococus (Winkelstein et al. 2000).

Los hallazgos de laboratorio més frecuentes son hipergammaglobulinemia, leucocitosis, anemia
y velocidad de eritrosedimentacién elevada. El diagnéstico de EGC se establece documentando la
deficiencia en la capacidad oxidativa de los fagocitos. Existen varias pruebas de laboratorio
disponibles para ello; el estudio clasico mas comunmente utilizado ha sido la prueba del nitroazul de
tetrazolio (NBT). El nimero total de células T y de células CD4 y CD8 ha sido comparado entre los
pacientes con EGC y donantes sanos, observandose que los pacientes con EGC tienen disminuido el
namero de linfocitos T, incrementandose esta diferencia con la edad (Heltzer et al. 2002). Se sabe
que el estatus redox de las células T afecta a la proliferacién y la oxidaciéon de los factores de
trascripcion AP-1 y NFk-B, lo cual podria intervenir en la proliferacion y supervivencia de las células T
(Lahdenpohja et al. 1998) (Hehner et al. 2000).

El 17% de pacientes con EGC cursan ademas con enfermedad inflamatoria intestinal, similar a

la enfermedad de Crohn y un 3% cursan con Lupus eritematoso o discoide. Ciertos polimorfismos en

lectina de unién a manosa (MBL) y en el receptor FcgRlla parecen modular en estos pacientes una
susceptibilidad individual a padecer estas complicaciones inflamatorias especificas (Foster et al.
1998).

1.5.1.1 Defectos en la NADPH oxidasa y enfermedad granulomatosa crénica

La EGC esta causada por alteraciones genéticas en alguno de los genes que codifican para

las subunidades de la NADPH-oxidasa. La caracterizacién de las mutaciones de los pacientes con
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EGC ha ayudado a dilucidar la estructura y funcién de los componentes de la NADPH-oxidasa. Este
complejo consta de cuatro componentes, dos de ellos son de membrana (p22-phox y gp91-phox), el
resto son proteinas citosélicas (p47-phox, p40-phox y p67-phox). Las primeras forman el citocromo
tipo b (citocromo B558) de bajo potencial, que contiene dos centros redox de la oxidasa (hemo y
flavina) y el lugar de unién NADPH. Para la activacion del complejo las proteinas citosélicas (p47-
phox, p40-phox y p67-phox) traslocan a membrana y se asocian con el citocromo, lo que permite la
transferencia de electrones desde NADPH hacia el oxigeno molecular, como se puede observar en la
Figura I-9 (Gorlach et al. 1997). Los componentes citosélicos contienen dominios SH3 (src homology
region 3), dominios que une regiones ricas en prolina, y son probablemente sitios de interaccion entre

los componentes de la NADPH oxidasa durante la activacion.
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Figura I-9. Modelo de activacion del complejo NADPH oxidasa. Las subunidades gp91phox y
p22phox se ubican en la membrana celular formando el citocromo b558, mientras que
otras, p47phox, p67phox y p40phox, lo hacen en el citoplasma. La activacion del fagocito
por diversos estimulos conduce a que los distintos componentes de la enzima se
ensamblen dando funcionalidad a la misma con la consiguiente generacion de
metabolitos microbicidas.

En el sistema NADPH-oxidasa se transfieren electrones desde NADPH hacia el O, generando
el anién superéxido (O,), por loc cual la alteracién del sistema en una nula o muy baja actividad
enzimatica. Como consecuencia disminuye la capacidad microbicida derivada del superdxido, la cual
es importante para la eliminacién de potenciales patégenos. Ademas del papel microbicida, las
especies reactivas del oxigeno pueden regular la funcion de factores de trascripcion, la apoptosis y la
produccion de citocinas.

Los defectos en la cadena respiratoria han sido atribuidos a defectos en las células
fagociticas, los niveles proteicos de los cuatro componentes del complejo de la NADPH-oxidasa son

mayores en las células mieloides, no obstante las células B también lo expresan y son capaces de
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generar superdxido (Suzuki et al. 1999). Las células T y los fibroblastos son capaces de producir
peroxido de hidrégeno, aunque el mecanismo no esta suficientemente esclarecido (Meier et al. 1991)

Mas de dos tercios de los casos de EGC tienen una herencia recesiva ligada al X que resulta
de defectos en el gen CYBB (N° Genbank X04001), el cual codifica para la subunidad gp91-phox. Se
han descrito un gran espectro de mutaciones distribuidas en este gen que van desde inserciones,
sustituciones dentro del exén, o en las uniones de empalme o dentro de la regién reguladora por
debajo de la region 5 (Heyworth et al. 2001). Por el contrario a este grupo de pacientes tan
heterogéneos, la segunda forma mas comun de EGC es la pérdida funcional de la proteina p47-phox,
que se da en un 25-30% del total de casos y en el 70% de los casos con herencia autosémica
recesiva. Un defecto simple en el gen NCF-1 (N° Genbank M25665), como es la delecion de GT
(DGT) al comienzo del exén 2 genera un codon prematuro de terminaciéon en el aminoacido 51
(Roesler et al. 2000). Por definicion todos los pseudogenes contienen DGT al comienzo del exén 2,
exactamente en la posicion donde se encuentra la delecion DGT en los pacientes con mutaciones en
NCF-1. Esta delecion es la diferencia clara entre el gen y los pseudogenes, los cuales son altamente
homdlogos (aprox. ~ 99% de identidad) y se encuentran fisicamente muy cercanos al gen funcional,
en la zona cromosémica 7q11.23. Este alto grado de homologia entre NCF-1 y sus pseudogenes
(y NCF-1) complica el andlisis molecular de las familias afectadas por la delecién. (Heyworth et al.
2001).

En el resto de los pacientes con mutaciones autosémicas recesivas se encuentran afectadas
las subunidades p67-phoxy la p22-phox (Heyworth et al. 2003). Aun no se ha reportado ningin caso
de EGC por un defecto genético en la quinta subunidad de la oxidasa p40-phox. Y so6lo se ha
identificado un paciente con defecto en el gen de Rac-2, una pequefia GTPasa requerida para la
activacion de NADPH oxidasa (Gu et al. 2001). En la Tabla I-10 se recogen los diferentes defectos en
las subunidades de la NADPH oxidasa, el porcentaje de incidencia de cada una de ella y el tipo de

herencia.

Tabla I-10. FRECUENCIA DE LOS DEFECTOS GENETICOS EN EGC
(Heyworth et al. 2003).

Proteina Porcentaje de Forma de Grupo afecto
casos de EGC % herencia P
Citocromo subunidad .
I ubunt 75 Ligada al X solo varones
grande gp91-phox
Citocromo subunidad 2 Autosomica varones y
pequefia p22-phox recesiva hembras
. s Autosomica varones
Proteina citosélica 47K 20 ) Y
recesiva hembras
. S Autosomica varones
Proteina citosélica 67k 3 ) y
recesiva hembras
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1.5.1.2 Tratamiento

Un apoyo principal de la terapia en la ECG es el diagnéstico temprano de la infeccién, el uso
puntual y agresivo de antibiéticos apropiados. La blsqueda cuidadosa de la causa de la infeccion es
importante para que la sensibilidad del microorganismo hacia los antibiéticos pueda ser determinada.
Los antibidticos intravenosos son generalmente necesarios para tratar infecciones serias en pacientes
con ECG. Las transfusiones de granulocitos pueden ser de ayuda también para algunos pacientes
cuando la terapia agresiva de antibioticos falla y la infeccién amenaza la vida (Segal et al. 2000).

Otro tratamiento de eleccién es el interferon gamma (IFN-g), cuando reciben este tratamiento
suelen tener menos infecciones y éstas, si ocurren, pueden ser menos serias (Mamishi et al. 2005).
La calidad de muchos de estos pacientes ha mejorado de forma importante con el conocimiento de
anormalidades genéticas, el temprano diagnéstico y la apreciacion de la necesidad temprana de
terapias de antibiéticos agresivas en caso de infeccion. Ademas los Ultimos avances en el tratamiento
han sido exitosos en la aplicacion de la terapia génica y el TPH en los casos ligados al cromosoma X
(Malech et al. 2007).
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1.6 Enfermedades de disregulacion inmune

1.6.1 Sindrome Linfoproliferativo Autoinmune (ALPS)

A partir de estudios totalmente divergentes, en roedores y en humanos, se descifraron las
bases estructurales de un sindrome clinico muy similar al lupus eritematoso sistémico (LES). El
Sindrome Linfoproliferativo Autoinmune (ALPS) fue descrito por primera vez en 1967 como una causa
poco comun de linfoadenopatia en nifios, generalmente acompafiado de esplenomegalia, anemia
hemolitica y trombocitopenia en los primeros dos afios de vida. La presencia de
hipergammaglobulinemia y autoanticuerpos contra eritrocitos y plaquetas hicieron que Canale y Smith

postularan que este sindrome tenia una base inmunolédgica (Canale et al. 1967).

Los primeros hallazgos en ratones se remontan a 1976, con el descubrimiento de un ratén que
presentaba una mutacién espontanea en el cromosoma 19, y que daba origen a un sindrome
caracterizado por la presencia de linfocitos T autorreactivos y autoanticuerpos (fenémenos de
autoinmunidad) asi como por un aumento en la sangre de linfocitos T maduros e inmaduros
(linfoproliferacion), razén por la cual estos ratones fueron denominados Ipr (por lymphoproliferation)
(Kellerer et al. 1976).

El esclarecimiento de los mecanismos moleculares del sindrome se inicié con el descubrimiento
de un anticuerpo que era capaz de inducir muerte celular programada o apoptosis al reaccionar
contra una proteina de superficie, presente en la linea humana de fibroblastos FS-7, razén por la cual
se denomind Fas (por FS-7 cell line-associated surface antigen) (Yonehara 1999). El gen humano
que codifica para la proteina Fas (TNFRSF6) fue clonado y secuenciado, revelandose que se trataba
de un receptor implicado en apoptosis, presente en la superficie de linfocitos T activados(Cheng et al.
1995). Su equivalente en ratones fue subsecuentemente identificado, clonado y localizado en el
cromosoma 19, lo que permiti6 postular que el gen podria estar implicado en el sindrome
linfoproliferativo de los ratones Ipr. Posteriormente se demostr6 que los ratones Ipr presentaban
mutaciones en el gen que codifica para Fas, confirmando que un defecto en este gen es el
responsable del sindrome linfoproliferativo. Estos hallazgos sugirieron que la regulacion fisiolégica de
la apoptosis a través del eje Fas/Fas ligando (FasL) era esencial para eliminar linfocitos
potencialmente autorreactivos y/o defectuosos durante su desarrollo en el timo y para eliminar el
exceso de células después de que la respuesta inmune haya finalizado (Watanabe-Fukunaga et al.
1992) (Nagata et al. 1995).

Aunque el sindrome clinico ya habia sido descrito en humanos por Canale y Smith, no fue
hasta 1992 cuando Sneller y colaboradores encontraron dos pacientes con un elevado nimero de
células T dobles negativas CD4-CD8- (DNTs) y se comenzé a denominar Sindrome linfoproliferativo

autoinmune (Sneller et al. 1992). Lo que sugiri6 similitudes entre estos pacientes y los modelos
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murinos de autoinmunidad Ipr/lpr y gld/gld. En los cuales se observan mutaciones homocigotas en los
genes Fas y FasL respectivamente, lo que fue critico para el descubrimiento de la apoptosis en
linfocitos (Davignon et al. 1985). Estos ratones modelo de LES, muestran linfoproliferacion, elevado
nameros de DNTs y nefritis autoinmune. Posteriormente, se demostro la presencia de mutaciones en
el gen TNFRSF6 en individuos que presentaban un desorden linfoproliferativo progresivo asociado
con fendbmenos de autoinmunidad y linfocitos T inmaduros (Fisher et al. 1995) (Rieux-Laucat et al.
1995).

El esclarecimiento de esta patologia permitié a la vez descifrar un sindrome similar al de los
ratones lpr, presente en los ratones gld (por generalized lymphoproliferative disease), cuyo defecto
genético se encontraba en el cromosoma 1. El descubrimiento de las bases moleculares presente en
los ratones gld permitié el hallazgo del ligando natural de Fas, el cual se localizé, al igual que el Fas,
en la superficie de los linfocitos T activados. El gen que codifica para el FasL fue clonado en ratones y
localizado en el cromosoma 1, lo que sugirié que un defecto genético en este gen era el causante del
sindrome. De esta forma se logré descubrir que la enfermedad linfoproliferativa generalizada,
presente en los ratones gld, era causada por mutaciones en el gen, TNFSF6, que codifica para FasL.
En humanos, la presencia de este defecto genético fue descrita por primera vez en 1996 en un
paciente que presentaba LES asociado a un fenémeno linfoproliferativo (Drappa et al. 1996). El
conocimiento adquirido sobre el sistema Fas/FasL ha servido para descubrir que existen sitios
inmunolégicamente privilegiados tales como el ojo y las génadas, con una alta expresion de FasL,
evidenciando asi un mecanismo natural para mantener estos sitios libres de linfocitos infiltrantes
potencialmente peligrosos (Ferguson et al. 2006).

1.6.1.1 Rasgos clinicos y diagnostico

En los pacientes con ALPS el comienzo de los sintomas es temprano, siendo la edad media
de presentacion los 24 meses de edad (Sneller et al. 1997), no obstante en algunos casos la
linfoproliferacion masiva es evidente al nacimiento indicando que el proceso comienza en el periodo
prenatal. El numero de linfocitos esté incrementado, encontrandose aumentada una poblacion inusual
de células CD3 TCRab CD4-CD8-, policlonal y puede encontrarse en un rango entre 1-60% de las
células T. Las manifestaciones autoinmunes son el segundo acontecimiento mas frecuente
presentandose en un 70% de los pacientes, aunque la edad de comienzo varia considerablemente si
se compara con el sindrome linfoproliferativo. Estas manifestaciones autoinmunes implican a los
linajes hematoldgicos, dando lugar a anemia, trombocitopenia y neutropenia de origen autoinmune.
No obstante, también se han observado otro tipo de manifestaciones como son glomerulonefritis,
sindrome de Guillain-Barre, uveitis, artritis, hepatitis, diabetes; y manifestaciones autoinmunes que
implican a la piel. Se han detectado ademas anticuerpos anti-cardiolipina, musculo liso, antigenos
nucleares y factor reumatoide.

Dentro de las citopenias sanguineas la que se observa mas frecuentemente es la anemia

hemolitica autoinmune en el 29-38% de los pacientes, seguida de la trombocitopenia autoinmune en
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el 23-34% y de neutropenia autoinmune en el 19-27%. Estas citopenias son usualmente graves.
Otros hallazgos muy frecuentes en estos pacientes son la hipergammaglobulinemia con niveles de
IgM reducidos en suero. Algunos autores han basado el diagndstico en los rasgos mostrados en la
Tablal-11 (Bleesing et al. 2000).

Tabla I-11. CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE ALPS

Rasgos requeridos

1.Linfoproliferacién no maligna crénica
2.Apoptosis inducida in vitro via Fas defectuosa

3.Un 1% o mas de linfocitos TCR alpha/beta positivos DNT circulantes
Apoyos

4.Enfermedad autoinmune

5.Historia familiar de ALPS

6.Caracteristicas hsitolégicas de ganglio linfatico y bazo

7.Mutaciones en el gen de Fas, Fas ligando, caspasa 8 0 10

Adaptado de Bleesing, Straus y Fleisher.

El incremento de susceptibilidad a neoplasias, particularmente a neoplasias hematolégicas,
es el fendmeno mas preocupante asociado con ALPS. Los datos actuales sugieren que el linfoma se
desarrolla en un 10% de los pacientes con ALPS. Ademas las mutaciones en Fas representan un
factor de riesgo significativo para el desarrollo de linfomas tipo Hodgkin y no Hodgkin, lo cual es
consistente con la descripcion de mutaciones somaticas en Fas tanto en leucemia como en linfoma
en nifios y adultos (Lopatin et al. 2001). Asimismo han sido resefiados casos de otras enfermedades
malignas en ALPS, incluyendo carcinoma de higado (en un paciente con hepatitis C), adenoma
multiple de tiroides y pulmoén, junto con carcinoma mdultiple de células basales en otro caso (Drappa et
al. 1996).

La presencia de células DNT, la resistencia a la apoptosis in vitro en linfocitos activados,
combinado con unos signos clinicos apropiados, linfocitosis periférica, autoanticuerpos circulantes e
hipergammaglobulinemia policlonal es extremadamente sugestivo de ALPS.

El limite superior normal de células DNT (1%) ha sido cuestionado, con un umbral entre (2-
6%) identificado por el grupo de Teachey en donantes sanos (Teachey et al. 2005). Estas células
presentan una respuesta muy pobre a mitdgenos, con una baja capacidad de producir factores de
crecimiento y supervivencia como interlucina 2 (IL-2), pero que son capaces de segregar gran
cantidad de Fas e interlucina 10 (IL-10) (Fuss et al. 1997; Lopatin et al. 2001), la sobreexpresion de
esta Ultima podria estar implicado en la proliferacion de células B con mayor potencial autoinmune.
Este patrén de citoquinas Th2 parece tener un papel en la activacion de células B policlonales e
hipergammaglobulinemia que contribuirian a una linfocitosis extendida de las células B en estos

pacientes (Fuss et al. 1997).
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Se ha postulado que estas células doble negativas podrian originarse de células simples
positivas activadas que han recibido una sefial inductora de muerte pero que muestran una
incapacidad para morir, seguramente por un defecto en la sefializacion via Fas (Renno et al. 1998).
Las células DNT tienen un aumento de expresion de CD45RA, CD57 y perforina, lo que sugiere un
origen fenotipico citotéxico, como si estos linfocitos hubieran perdido la expresion de CDS8, de

acuerdo con el similar origen de estas células encontradas en los ratones Ipr y gld (Giese et al. 1995).

1.6.1.2 Tipos de ALPS

Los pacientes con ALPS muestran una amplia variedad en el grado de alteracién de la
apoptosis via Fas, que se resumen en la Tabla I-12. Se han definido las siguientes formas de

expresién de esta enfermedad:

ALPS 0- Ausencia de Fas
Es la deficiencia completa de Fas como consecuencia de mutaciones nulas homocigotas
(Kasahara et al. 1998). Se han reportado tres casos con mutaciones homocigotas, los cuales

presentan los tipicos sintomas del clasico ALPS tipo la.

ALPS la- Mutaciones en Fas

Es consecuencia de mutaciones heterocigotas en Fas. El 60% se localizan dentro del dominio
muerte (DD). Aproximadamente la mitad de las mutaciones resultan en productos truncados de la
proteina y la otra mitad son moléculas con la secuencia modificada en una base (Rieux-Laucat et al.
1995).

ALPS Ib- Mutaciones heterocigotas en Fas ligando
Se ha reportado el caso de un paciente con una mutacion heterocigota dominante en Fas
ligando vy linfoproliferacion crénica (Wu et al. 1996). En este caso no se cumplen completamente los

criterios de ALPS, ya que carece de linfocitos DNTs y de esplenomegalia.

ALPS Ic- Mutaciones homocigotas en FasL
Recientemente ha sido descrito por (Del-Rey et al. 2006) la presencia de una mutacion
homocitoga en FasL en una paciente con rasgos clinicos e inmunolégicos de ALPS, cuyos blastos T

no inducen la muerte celular en lineas celulares como Jurkat y L1210.
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Tabla I-12. FENOTIPO Y BASE GENETICA EN ALPS

ALPS Genotipo Cqmlenzo d(_el Modelo murino
fenotipo/ severidad

Mutaciones homocigotas

0 Prenatal/severa Ipr/lpr, Fas-/-
en Fas PP
la Mutaciones Infancia/moderado- ior % /lor <8
heterocigotas en Fas  severa/ Autoinmunidad pr-=/ipr
Mutaciones
Ib heterocigotas en Fas Edad adulta / LES gld/gld
ligando
lla Mutaciones en caspasa Infancia/moderado- desconocido
10 severa/ Autoinmunidad !
Mutaciones en caspasa Infancia/moderado-
Il . . -/-
b 8 severa/ Autoinmunidad Casp 8 -/- (letal)

m 5 Infancia/moderado- desconocido
) severa/ Autoinmunidad

ALPS lla- Deficiencia en la caspasa 10

Un pequefio numero de pacientes ha sido identificado con rasgos clinicos tipicos de ALPS,
secuencias normales en los genes Fas y FasL, pero con mutaciones en la caspasa 10. Jackson
describié dos pacientes, uno de ellos con mutaciones heterocigotas en caspasa 10, heredadas de
una madre asintomatica portadora, y el otro con mutaciones homocigotas, con uno de los alelos
heredado de un padre portador asintomatico (Jackson et al. 1999). Ambos pacientes muestran
linfoproliferacién y complicaciones autoinmunes desde el primer afio de vida, y tienen niveles de
células DNT mayores incluso que en los pacientes clasicos. Estos pacientes muestran ademas
defectos en la apoptosis en respuesta a estimulacién via TRAIL. El impacto inmunoldgico adicional de
este defecto es una alteracion en la apoptosis de las células dendriticas, dando una acumulacién de

células dendriticas en las areas T de los ganglios linfoides, rasgo no presente en ALPS la.

ALPS |Ib- Deficiencia en la caspasa 8

Se han descrito dos hermanos con mutaciones homocigotas en la caspasa 8, los cuales
mostraban ademas de linfoproliferacion, una inmunodeficiencia caracterizada por infecciones del virus
herpes simple, infecciones sinopulmonares y respuestas alteradas frente a vacunas, pero sin rasgos
de autoinmunidad. Estos pacientes muestran una apoptosis via Fas defectuosa, asi como una
produccién de IL-2 alterada en respuesta a la estimulacion via TCR, también muestran una expresion

alterada de marcadores de activacion, activacion defectuosa de NK y una produccién alterada de
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anticuerpos. Estos pacientes son capaces de formar el complejo de sefializacién inductor de muerte
(DISC) pero este no sera funcional ya que es incapaz de inducir la activaciéon de la caspasa 3. Los
portadores heterocigotos son asintométicos. Este caso demuestra la importancia de la caspasa 8 en
la activacién de la sefalizacion de células T naive ademas de su papel en la sefializacion de la

apoptosis (Chun et al. 2002).

ALPS IIl —-Defectos desconocidos

Incluso entre las primeras descripciones de ALPS se han identificado pacientes sin
mutaciones identificables en la cascada de sefializacion de Fas (Sneller et al. 1997), pero con rasgos
clinicos, histologia e inmunofenotipo de la poblaciéon de células DNT que los hacian indistinguibles de
ALPS la. Este grupo de pacientes con signos clinicos e inmunolégicos de ALPS como
hipergammaglobulinemia, exceso de células T dobles negativas en sangre periférica muestran una
capacidad normal de activar la via de Fas in vitro y en los cuales no se han encontrado defectos
moleculares. Aunque no se ha demostrado, es plausible que en estos pacientes esté afectada otra
via apoptotica de los linfocitos (Rieux-Laucat et al. 2003).

Los pacientes con ALPS tipo Ill pueden no cumplir los rasgos clasicos del sindrome,
linfoproliferacién, un nimero excesivo de DNTs, hipergammaglobulinemia y manifestaciones
autoinmunes. Muchos casos de ALPS tipo 11l son esporadicos. Se encontraron pacientes con ALPS
tipo 111 que mostraban mutaciones somaticas en Fas en células de linaje hematopoyético en ausencia
de patologia tumoral (Holzelova et al. 2004).

El grupo de Dianzani identific6 un grupo de pacientes con un patrén clinico similar al de
ALPS, con defecto en la apoptosis via Fas, pero con niveles normales de células T dobles negativas y
sin mutaciones en Fas o Fas ligando (Dianzani et al. 1997). Estos pacientes mostraban una apoptosis
defectuosa inducida por ceramida pero normal en respuesta a metilprednisolona. Estos hallazgos
sugieren un defecto por debajo de la formacién del complejo DISC. A la enfermedad con falta de
mutaciones en Fas y Fas ligando y sin la expansion de células doble negativas se le denomino
Dianziani's ALD (DALD). Existe una considerable heterogeneidad de defectos funcionales entre
estos pacientes, y como en el ALPS tipo la, existe un componente hereditario con penetrancia
variable, sugiriendo una implicacién multigénica.

1.6.1.3 Apoptosis y homeostasis del linfocito

En el sistema inmune, la apoptosis es un rasgo esencial para la educacion de los linfocitos en
los o6rganos linfoides primarios a través de la seleccion negativa de las células potencialmente
autoreactivas y la funcién efectora de las células citotéxicas que usaran distintos métodos para
desencadenar la apoptosis en las células diana.

Fas tiene un importante papel durante la respuesta inmunoldgica, se expresa en bajos niveles
en los linfocitos en reposo y su expresién aumenta tras la activacion. Durante la expansién clonal

que sigue al encuentro con el antigeno, Fas se expresa en altos niveles, pero no puede

48



INTRODUCCION

desencadenar apoptosis, probablemente porque las células ademas expresan también altos niveles
de Bcl-2 y FLIP regulando las primeras fases de la activacion (O'Flaherty et al. 2000). Después de
varios dias (5-6 in vitro), FLIP y Bcl-2 disminuyen y las células comienzan a ser altamente sensibles a
Fas ligando, el cual aumenta en la superficie de las células T activadas y en otras células en un
ambiente de inflamacién. De esta forma los linfocitos activados mueren, la respuesta inmune se
extingue y los linfocitos expandidos seran parcialmente eliminados. Este proceso es controlado por
IL-2, ya que los altos niveles de IL-2 modulan a la baja la expresién de FLIP (Haux et al. 1999).

El compromiso de la apoptosis viene determinado por el balance de sefales pro- y anti-
apoptoticas, las cuales son procesadas en un contexto concreto de maduracion y de activacion. En
células T activadas la IL-2 parece ser un factor externo central que influye en este balance. El control
que ejerce la IL-2 se llama “propioceptivo” o feedback control. En células en reposo o memoria hay
bajos niveles de expresion de Fas y la necesidad de una sefal de supervivencia IL-2, es superada
por la upregulacién de factores anti-apoptoticos.

Una vez activadas, las células proliferan (en respuesta a IL-2), la receptividad a sefiales pro-
apoptoticas se incrementa con el nimero de ciclos que ellas sufren y son particularmente sensibles a
la apoptosis en las fases G1/S. En este periodo, sefiales que hubieran activado a células en reposo,
es probable que induzcan apoptosis en células ya activadas. Teniendo esta “estrecha ventana de
supervivencia” para las células T activadas, la respuesta inmune puede ser controlada con una
apoptosis pasiva, que elimine las células una vez el antigeno ha desaparecido y una apoptosis activa
qgue elimine las células especificas contra antigenos crénicos y células T autoreactivas. La muerte
celular programada es el mecanismo por el cual se lleva a cabo este balance y la apoptosis es la
descripcién morfolégica de los subsiguientes cambios celulares. Una vez la célula decide entrar en
apoptosis, el primer acontecimiento es la externalizacion de la fosfatidilserina en la membrana celular.
Este hecho es secuencialmente seguido por el encogimiento de la célula y organelas, acidificacién del
citoplasma, condensacién de la cromatina, fragmentacion de la membrana plasmatica y degradacion
intranucleosomal del DNA. Este proceso termina generando cuerpos apoptéticos. Las células
fagociticas tienen receptores para la fosfatidilserina, permitiendo que tanto células como cuerpos
apoptoticos sean fagocitados (Dianzani et al. 2003).

Fas contiene tres dominios extracelulares ricos en cisteina (CRDs), CRD1 es el dominio que
permite el ensamblaje por ligacion, CRD2 y CRD3 son los lugares de mayor contacto con Fas
ligando. Esta molécula forma homotrimeros en la membrana celular a los cuales se unira Fas ligando.
Fas ligando es una proteina trimérica de superficie tipo Il, que pertenece a la familia del TNF y se
libera en forma soluble en un proceso mediado por metaloproteasas.

La parte intracelular de Fas esta formada por un dominio muerte (DD). Una vez se ha dado la
interaccion entre ambas moléculas, Fas recluta directamente la molécula adaptadora (Fas-associated
death domain (FADD)). Este reclutamiento de Fas induce la formacién de un complejo trimolecular
llamado DISC, en el cual Fas y FADD interaccionan a través de sus dominios DD. A los cuales se
unen las caspasa 8 y 10 a través de un médulo llamado death-effector domain (DED). Este complejo
poliproteico facilita el autoprocesamiento de las caspasas 8 y 10 y la posterior activacion de la

cascada de las caspasas (Figura I-10).
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Figura I-10. Complejo de sefializaciéon en la induccién de muerte celular programada. La union
de Fas ligando a Fas resulta en un cambio conformacional en el dominio muerte de las
moléculas de Fas, facilitando el reclutamiento de actina y la union de FADD. FADD se
unira a las procaspasas 8 y 10. La formacion del DISC facilitara el auto-procesamiento y
activacion de estas caspasas. Estas procesaran a su vez a las caspasas efectoras 3y 7
resultando en la muerte celular por apoptosis.

La cascada de las caspasas es activada a través de dos vias interconectadas. La via
extrinseca que implica la activacion directa de la cascada mediante la caspasa 8 y la via intrinseca
gue implica la induccién de alteraciones mitocondriales causadas por la activacién de la caspasa 9.
Ambas vias convergen en la activacion de caspasas efectoras, como son la caspasa 3,la6yla 7. La
formacion del DISC activara la parte auto-catalitica de la procaspasa 8 liberando la caspasa 8 como
un heterotetramero con dos subunidades pequefias y dos grandes. La caspasa 8 activa rompera dos
proteinas citosoélicas incluyendo la procaspasa-3, la cual se activara y dirigird el programa de muerte
celular. También se ha reportado como la caspasa 10 puede activarse a través de DISC y catabolizar
otros sustratos diferentes a los que lo son por la caspasa 8.

Al igual que otros receptores de superficie, la activacion de Fas y la formacién de DISC parecen
depender de la organizacion del sistema celular membrana-citoesqueleto, asi como de la polarizaciéon
de la célula. La unién de Fas a actina se produce a través de Ezrin, proteina perteneciente a la familia
ERM, lo cual es crucial para la sefializacion de Fas. Ademés la funcion de Fas parece también

necesitar la unién a glicofosfolipidos y dominios de membrana ricos en colesterol llamados “rafts”.
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1.6.1.4 Estructura del gen TNFRSF6, mutaciones y penetrancia de la enfermedad

El gen TNFRSF6 (MIM*134637) que codifica para Fas, consta de nueve exones que ocupan
26Kb en el cromosoma 10g24.1. Los exones 1-5 codifican la secuencia sefial y tres dominios
extracelulares ricos en cisteina responsables de la uniéon a Fas ligando. El ex6n 6 codifica el dominio
transmembrana de Fas, y los exones 7, 8 y 9 codifican para la porcion intracelular (Figura 1-11.). El
dominio muerte esta localizado en el exén 9 y es una estructura de 80 aminoacidos conservada en
genes relacionados con el receptor tipo 1 del factor de necrosis tumoral (TNFR1), incluyendo TNFR1,
APT1, DR3, DR4 y DR5 (Singh et al. 1998). Este dominio es necesario y suficiente para transmitir la
sefial. El complejo funcional Fas es un receptor homotrimérico, el cual cuando interacciona con el
homotrimero Fas ligando, transmite una sefial de apoptosis via dominio muerte. Esta via es crucial en

la homeostasis del linfocito, ya que elimina clonas de células T autoreactivas (Brunner et al. 1995).
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Figura I-11. Dominios proteicos de Fas y estructura genémica del gen TNFRSF6, codificada
por nueve exones, cinco de los cuales (1-5) codifican la region extracelular, el exén 6 la
region transmembrana y los exones (7-9) la region intracitoplasmética. El dominio muerte
esta codificado por el exén 9, el cual esta estructurado en 6 regiones.

1.6.1.4.1 Mutaciones mas frecuentes y penetrancia

Las mutaciones en Fas tanto en ratones como en humanos tienen que ver con la apoptosis
defectuosa del linfocito y autoinmunidad. Las mutaciones génicas pueden afectar al mMRNA o a la
expresion de la proteina, a su estabilidad o a su funcion. La distribucion de mutaciones en el gen Fas
se muestra en la Figura I-12.

Los datos de una de las series mas largas de enfermos con ALPS muestra las siguientes
frecuencias de mutaciones en Fas, de 70 individuos entre pacientes y parientes sanos pertenecientes
a familias no relacionadas, 27 mostraban mutaciones, de ellos 16 (59%) se encontraban en el exén 9
(Jackson et al. 1999).

Como casi todas las mutaciones son heterocigotas, los modelos funcionales estan basados

en la co-expresiéon de la proteina mutada y la proteina salvaje dentro de una célula. Este tipo de
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construcciones son incapaces de ligar FADD para activar el cascada apopt6tica intracelular mostrada
en la Figura 1-10.

Recientemente ha sido publicado el analisis de mutaciones en la poblacién de células dobles
negativas en pacientes con rasgos clinicos de ALPS tipo Ill, encontrandose que algunos de estos
pacientes portaban mutaciones somaticas dominantes en Fas (notablemente todas las mutaciones
encontradas afectaban al dominio muerte) (Holzelova et al. 2004). Han sido descritas mutaciones en
Fas en células de linaje hematopoyético en ausencia de cualquier condicion de malignidad; siendo
esta situaciéon un ejemplo de enfermedad genéticamente adquirida no maligna en la cual se da una

ventaja selectiva (resistencia a la muerte) a través de mutaciones en Fas.
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Figura I-12. Representacion de mutaciones gen TNFRSF6, que codifica para la proteina Fas. Se
presentan las mutaciones asociadas con ALPS, las variantes funcionales y los
polimorfismos, esquema tomado de (Jackson et al. 1999).

Existe una gran variabilidad en los rasgos clinicos dentro de individuos de la misma familia
con la misma mutacién en Fas. Estudios recientes han analizado la penetrancia en relacién con la
localizacién de las mutaciones. Jackson et al estudiaron 60 familiares de enfermos con mutaciones en
Fas, encontrando que un 18% de los familiares con mutaciones extracelulares mostraban uno o mas
rasgos de ALPS, frente al 88% de familiares con mutaciones intracelulares (Jackson et al. 1999). Los
datos de Vaishnaw et al mostraron que el 60% (6/10) de los familiares con mutaciones en la parte
intracelular mostraban enfermedad, mientras que ninguno de los familiares con mutaciones
extracelulares mostraba enfermedad 0% (0/5). También Rieux-Laucat mostré datos similares, con un
100% de penetrancia con mutaciones intracelulares y un 38% con mutaciones extracelulares (Rieux-
Laucat et al. 1999; Vaishnaw et al. 1999). Claramente este aumento de la penetrancia en familiares
con mutaciones intracelulares parece estar estrechamente ligado al hecho de que la porcién

intracelular contiene el dominio muerte. No obstante, la existencia de familiares sanos con este tipo

52



INTRODUCCION

de mutaciones sugiere la influencia de factores adicionales en el desarrollo del fenotipo ALPS. La
sefializacién via Fas implica a gran cantidad de proteinas, alteraciones en alguna de estas proteinas
0 en miembros relacionados con la via o con la familia de Bcl-2 podrian combinarse con mutaciones

en Fas, actuando dependiente o independientemente para contribuir al fenotipo de ALPS.

1.6.1.5 Rasgos anatomopatol6gicos

Lim at al exponen que el hallazgo patolégico mas notable y consistente en pacientes con
ALPS es una expansion de la zona T paracortical de ganglio linfoide por células T doble negativas. La
extensién de esta expansion es variable entre pacientes, sugiriendo que la hiperplasia paracortical se
correlacionaria con el nimero de células T DN en sangre periférica. Cabe llamar la atencion en que
aunque las células T en el paracortex exhiben un fenotipo anormal, las células T dentro de los centros
germinales muestran un fenotipo normal y son usualmente CD4 (Lim et al. 1998). En el bazo se
puede encontrar una pulpa blanca moderadamente expandida con hiperplasia folicular y una
prominente zona marginal.

Existe debate sobre el origen de las células DN, no obstante el peso de la evidencia sugiere
que las células DNT son derivadas de células que previamente expresaron CD8 (Giese and Davidson
1995). Esta posibilidad ha sido apoyada por el hecho de que la poblaciones expandidas de linfocitos
paracorticales expresan TIA-1 y perforina, marcadores asociados con células T citotoxicas. Estos
hallazgos sugieren que sutiles trastornos inmunolégicos ademas de los defectos en Fas deben ser los
causantes de la expresion clinica de ALPS. Existen otras condiciones patolégicas con linfoadenopatia
y trastornos inmunoldgicos, como el sindrome de Felty, LES y artritis reumatoide que se asocian con

una apoptosis aberrante de las células B.

1.6.1.6 Tratamiento

Algunos de los tratamientos sintomaticos de eleccion en pacientes con ALPS son la
esplenectomia, el tratamiento con inmunosupresores como la ciclofosfamida y los esteroides e
incluso con drogas antimalaricas (pirimetamina y sulfadoxina) (van der Werff ten Bosch et al. 1998).
Se describio el caso clinico de un paciente, con un defecto en el dominio muerte de la molécula Fas,
con trombocitopenia resistente a la terapia convencional, que respondié a la combinaciéon de
rituximab (anticuerpo monoclonal anti-CD20) y vincristina (Heelan et al. 2002).

Como tratamiento curativo el transplante alogénico de médula dsea ha sido eficiente en algunos
pacientes (Sleight et al. 1998). ALPS tipo 0 es curable con transplante alogénico de médula 6sea,
indicando que las consecuencias de la deficiencia en Fas estan restringidas a los linfocitos o al
menos a células de origen hematopoyético (Benkerrou et al. 1997). El seguimiento longitudinal de
varios pacientes con ALPS tipo la ha llevado a la conclusién de que existe una disminucion
significativa de la linfoproliferacion en algunos de ellos con el tiempo, incluso en ausencia de

tratamiento (Rieux-Laucat et al. 1999). En la mayoria de los casos el tratamiento tiene como objetivo
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controlar las citopenias autoinmunes y la linfoadenopatia. No obstante, no se ha descrito un

tratamiento efectivo hasta el momento.
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2 Células T

2.1 Estructuradel receptor de lacélulaT (TCR)

El complejo TCR en la mayoria de las células T es un heterodimero formado por dos cadenas
polipeptidicas transmembrana llamadas a y b, que se asocian no covalentemente con las cadenas
CD3gde, Figura 1-13 (Clevers et al. 1988). Ambas cadenas (@ y b) presentan porciones extracelulares
gue contienen un dominio variable, N-terminal, y una regién constante proximal a la membrana. Las
cadenas a y b contienen una region “bisagra”’ corta, adyacente a la cara exterior de la membrana
plasmatica. Un residuo de cisteina en cada regién bisagra contribuye a un enlace disulfuro que une
las dos cadenas (Kuhns et al. 2006).

En ambas cadenas la porcion transmembrana presenta residuos aminoacidicos hidréfobos.
Una caracteristica poco habitual de estas porciones es la presencia de residuos aminoacidicos
cargados positivamente, entre ellos un residuo de lisina (cadena b), o un residuo de lisina y arginina
(cadena a), que interaccionan con residuos cargados negativamente de la porcion transmembrana de
los polipéptidos CD3. Las cadenas a y b poseen colas citoplasmaticas C-terminales de 5 a 12 aa de
longitud, las cuales son demasiado pequefias como para mostrar una actividad enzimatica intrinseca,
por eso requieren otras moléculas asociadas fisicamente al TCR para que funcionen como

trasductores de sefales.

Figura 1-13. Estructura del receptor de las células T (TCR). El complejo TCR consta del
heterodimero ab asociado no covalentemente con las cadenas CD3gdey z que se asocia
con los correceptores CD4 o0 CD8. Las cadenas a y b presentan porciones extracelulares
que contienen un dominio variable, N-terminal, y una regién constante proximal a la
membrana.
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Cada region constante del TCR tiene un domino inmunoglobulina-like, un péptido de conexion
denominado “connecting peptide motif” (CPM), un domino transmembrana (TM), y un dominio
citoplasmatico. Las regiones V de las cadenas a y b del TCR poseen secuencias que son altamente
variables entre los diferentes clones de células T, lo que refleja su papel en el reconocimiento del
antigeno. Estas regiones altamente variables se denominan “regiones de alta diversidad” existen al
menos tres y corresponden a las regiones determinantes de la complementariedad (CDR). Por lo
tanto, la superficie de unién al antigeno de un TCR consta de tres bucles horquilla hipervariables que
aporta la cadena a y tres, la cadenab, dando un total de seis CDR.

Tanto las cadenas a como las b del TCR contribuyen a la especificidad en el reconocimiento
de antigenos peptidicos unidos a moléculas del MHC, pero tanto su expresién como su funcién en la
activacion de estas células depende de otras cinco proteinas transmembrana que se asocian no
covalentemente al heterodimero a-b, formando el llamado “Complejo TCR Funcional”. Tres de las
proteinas de este complejo se denominan moléculas CD3 e incluyen a miembros de la superfamilia
de las inmunoglobulinas de alta homologia, llamados g dy e Ademas, entre un 80 y un 90 % de los
complejos contiene un homodimero unido por puentes disulfuro, cadena z que no pertenece a la
superfamilia.

Existen variedad de factores intrinsecos y extrinsecos que influyen en la expresion del
repertorio del TCR en humanos. Entre los que se incluyen el sistema HLA, los polimorfismos de los
genes del TCR, ademas de factores ambientales como infecciones y superantigenos. El repertorio del
TCR es estable y policlonal en sujetos sanos. Aunque las poblaciones clonales tienen usualmente un
sello de malignidad; se pueden encontrar poblaciones T clonales u oligoclonales dentro de
condiciones no malignas incluyendo: las infecciones por VIH y EBV, la senectud, en autoinmunidad y
en CVID, SCID, donde defectos en los genes RAG-1 y RAG-2 permiten s6lo un namero limitado de

reordenamientos.

2.2 Moléculas accesorias de las células T

En el reconocimiento del antigeno, las moléculas CD4 y CD8 actian como “correceptores”,
facilitando la adhesion a la célula respectiva y participando en la transduccién de sefiales tempranas
al interior celular. Este reconocimiento es el estimulo para el inicio de la activacién del linfocito T;
constituye la primer sefial, pero son necesarias dos sefiales extracelulares distintas para inducir la
proliferacion y diferenciacién hacia células efectoras.

Esta segunda sefial va a estar dada por las “moléculas coestimuladoras”, que son moléculas
de superficie presentes en células presentadoras de antigeno (APC) y/o diana, y que interactian con

receptores especificos presentes en el linfocito T.
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Los correceptores se describen a continuacion:
CD4 es una glucoproteina transmembrana, miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas,
que se unen al dominio b-2 del MHC-II con funciones de adhesion y sefializacién, se expresa
en el 65 % de los linfocitos T circulantes. Es un mondémero que ademas puede expresarse en
monocitos y macréfagos; tiene cuatro dominios globulares extracelulares, incluyendo un
dominio N-terminal, tipo V y tres que no son ni de tipo V ni C. Hay ademas una region
transmembrana hidrofébica y una cola citoplasmatica de 38 residuos aminodacidos

principalmente basicos.

CD8 es una glucoproteina transmembrana que se une al dominio a-3 de las moléculas MHC-
I, y es expresada en un 35 % de los linfocitos T circulantes; sus funciones son similares a las
de CD4. Estructuralmente es un heterodimero unidos por puentes disulfuro compuestos por
CD8-a y CD8-b, cada una posee un dominio globular extracelular, una region hidrofébica

transmembrana y una cola intracelular de 25 residuos aminoacidos basicos.

Funcionalmente, tanto CD4 como CD8 facilitan la adhesién entre células T y las APC o
células diana. Ademas cumplen funciones de trasduccion de sefiales a través de una proteina
llamada Ick, con actividad de tirosin cinasa, que se asocia de forma no covalente a las colas
citoplasmaticas de CD4 y CD8, Ick fosforila residuos tirosina en los ITAM de CD3 y z Si bien los
linfocitos T reaccionan con antigenos unidos al MHC, para una completa estimulacion requieren
moléculas coestimuladoras, junto a las sefiales inducidas por el antigeno. Una falta de coestimulacion
puede inducir un estado de falta de respuesta denominado “anergia”.

La expresion de las moléculas coestimuladores se halla regulada por proteinas pro-
inflamatorias y eso garantiza que los linfocitos sean activados en el momento y lugar adecuados. En
condiciones fisioldgicas también contribuyen a los fendmenos de tolerancia inmunolégica. A

continuacion se detalla una descripcion de las moléculas coestimuladoras:

CD28 es una de las moléculas de superficie mas importantes en la coestimulacién para la
activacion del linfocito T. Se une a CD80 o B7-1 y CD86 o B7-2, expresadas en las APC; es
un homodimero de la superfamilia de las inmunoglobulinas que se expresa en el 80 % de las
células T CD4y en el 50 % de las CD8.

Las B7-1 y B7-2 son glucoproteinas homélogas de cadena lateral sencilla, cada una con dos
dominios extracelulares tipo inmunoglobulina, una regién transmembrana y una cola
citoplasmatica; ademas también pertenecen a la superfamilia de inmunoglobulinas con
iguales caracteristicas y funciones que CD28.

CD45 esta formado por varias isoformas codificadas por un solo gen. Son proteinas
intrinsecas con un dominio citoplasmatico de 705 residuos aminoéacidos, con actividad tirosin
fosfatasa y que participa en la regulacién de la respuesta.

También hay integrinas implicadas en la interaccion de adhesién de células T y otras células,

como la LFA-1, que se asocia a la molécula de adhesion intercelular 1 o ICAM-1, que es una
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glucoproteina transmembrana con cinco dominios extracelulares tipo inmunoglobulina. Otra
molécula que media funcion de adhesion y estimulacién es el CD2 o LFA-2, glucoproteina

perteneciente a la superfamilia que se asocia con LFA-3 o CD52, presente en las células T.

2.3 Maduraciéon delacélulaT

2.3.1 El timo en la maduracion timica

Los linfocitos se originan a partir de células precursoras hematopoyéticas que salen
inicialmente del higado fetal, y posteriormente de médula désea adulta para anidar en el timo.
Progenitores de multiples linajes entran en el timo pero solo los precursores de células T sobreviviran.
El ambiente timico provee de estimulos requeridos para la proliferacién y la maduracion de estos
precursores hacia células T maduras.

Esta idea se sospecho tras el estudio de inmunodeficiencias asociadas con el timo, tanto en
humanos como en modelos murinos. Tal es el caso que si se timectomiza a un ratén neonatal, este
animal sera deficiente en células T maduras durante toda su vida. De la misma forma la ausencia
congénita de timo que se da en el sindrome de DiGeorge esta caracterizada por un nimero muy bajo
de células T maduras circulantes y en tejidos linfoides periféricos con una severa deficiencia en la
inmunidad mediada por células T.

En humanos el timo involuciona con la edad y es virtualmente indetectable tras la pubertad.
No obstante, la maduracién de las células T continla a lo largo de toda la vida adulta, como se
observa tras la reconstitucién del sistema inmune en adultos. Aunque, las células T memoria se
acumulan y la necesidad de generar nuevas células T disminuye en los individuos con la edad, el timo
involucionado continua siendo el lugar adecuado para la maduracion de células T. Los timocitos
inmaduros, los cuales no expresan TCR, CD4, ni CD8, son detectados en el timo entre la séptima y la
octava semana de gestacion. Los timocitos migrardn desde los senos subcapsulares fuera de la
region cortical del timo, a través de la corteza timica y es alli donde comenzaran a expresar el TCR en
superficie, para posteriormente ser restringidos por MHC de clase | o de clase I, pasando finalmente
a médula timica y salir del timo via venas linfaticas.

La expresion del TCR es necesaria para una seleccion positiva y negativa, ya que ambos
procesos dependen del reconocimiento especifico de los MHC y antigenos propios en la superficie de
células epiteliales timicas, macréfagos y células dendriticas derivadas de médula ésea.

Dentro de la corteza, los timocitos interaccionan con las células epiteliales, que expresan
tanto MHC de clase | y de clase I, como se indica en la Figura I-14. Estas junto con los macréfagos
corticales y las células dendriticas expresan altos niveles de moléculas MHC de clase II; las células
epiteliales medulares y las células dendriticas expresan tanto moléculas de MHC de clase | como

clase Il; y los macréfagos medulares expresan altos niveles de moléculas de clase |.
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Figura I-14. Estructura timica. La interaccién de los timocitos con las distintas células presentes en
el timo da lugar a procesos de seleccidon que eliminaran los timocitos autorreactivos y
seleccionaran células T con compromiso de linaje CD4 o CD8. Ts: célula T seleccionada.

La interaccion de los timocitos maduros con las moléculas de MHC dentro del timo es
esencial para la seleccion de un repertorio maduro de células T. Ademas, las células estromales
timicas incluidas las células epiteliales, secretan citoquinas, que estimulan la proliferacion de células

T inmaduras. La citoquina mejor definida como factor de crecimiento linfopoyético es la IL-7.

2.3.2 Estados de maduraciéon delacélula T

*Desde dobles negativos hasta dobles positivos

Los timocitos corticales mas inmaduros que han llegado recientemente al timo desde la
médula ésea, no expresan TCR, CD3, cadena z CD4, ni CD8 y se les denomina timocitos dobles
negativos (DN). Estas células DN constituyen aproximadamente entre un 1-5% del total de los
timocitos y estan subdivididos en varios estados de desarrollo de acuerdo con la expresién en
superficie de las siguientes moléculas CD117 (c-Kit), CD44 (Pgp-1) y CD25 (cadena a del receptor de
la IL-2). El desarrollo dentro de la poblacion progresa desde CD117+44+25- (también llamados
progenitores linfoides timicos) hasta células CD117-44+25+ (llamadas células pro-T), luego pasan a
CD117-44-25+ (llamadas células pre-T), y finalmente CD117-44-25- (Ellmeier et al. 1999).

El reordenamiento funcional y la subsiguiente expresién de la cadena b del TCR en el estado
pre-T da lugar a la formacion, junto con pTa, a un complejo pre-TCR funcional cuyas sefiales resultan
en la proliferaciébn y expansion de estos timocitos, (proceso denominado selecciénb). Diferentes
defectos genéticos en ratones como el de RAG-1, RAG-2, TCR-b, pTa, CD3e CD3g p56°/p59"",

Syk/ZAP70, SLP-76, han mostrado la incapacidad de ensamblar el complejo de sefializaciéon pre-TCR

59



INTRODUCCION

resultando en una parada en el desarrollo o un bloqueo al estado pre-T y una pérdida de expansién
de las células en este compartimiento (Figura I-15.).
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Figura I-15. Esquema de maduracion timica. Los precursores de las células T viajan desde médula
O0sea hacia el timo. MHC, complejo mayor de histocompatibilidad; TdT,
deosiribonucleotidil transferasa terminal.

Las sefiales transmitidas a través del complejo pre-TCR en timocitos DN no sélo causan
proliferacién y expansién, sino que también inducen al reordenamiento de la cadena a del TCR y la
expresion de los correceptores CD4 y CD8; en ese momento se da la progresién al estado de dobles
positivas (CD4+CD8+), que constituyen entre un 80-90% de los timocitos. El reordenamiento
funcional de la cadena a del TCR y la disminucion de la expresién de pTa da lugar a la expresion en

superficie del receptor TCRab maduro en los timocitos dobles positivos (DP).

*Desde doble positivos hasta linfocitos simples positivos

El desarrollo de timocitos DP hacia células simples positivas (SP) depende de la expresiéon
funcional del complejo TCRab y de su productiva interaccién con los complejos MHC/péptido
expresados en las células del estroma timico. La seleccién positiva y negativa asegura que sélo las
células DP que expresan un complejo TCR sean capaces de reconocer complejos con MHC
propio/péptido con una apropiada avidez se desarrollen en timocitos SP maduros.

La seleccion positiva estd mediada por la interaccion del TCR con el antigeno propio
presentado por las células timicas epiteliales corticales. Se ha postulado la existencia de un umbral

de afinidad para esta interaccidon que resulta en sefiales de supervivencia y diferenciacién. Si la
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avidez y afinidad de la interaccién del TCR con el MHC/peptido propio se encuentra por debajo del
umbral, los timocitos DP mueren por apoptosis. Este proceso asegura que solo se permita el
desarrollo a los timocitos que expresan TCRs capaces de reconocer antigenos en el contexto propio
MHC.

La seleccién negativa asegura que células T con TCRs capaces de interaccionar con MHC
propios que porten péptidos propios con alta avidez y afinidad seran eliminados por apoptosis, ya que
supondrian una amenaza de autoinmunidad. La seleccion negativa en el timo puede estar mediada
por diferentes tipos celulares, las mas importantes son las células dendriticas y los macréfagos

derivadas de médula dsea (Urban et al. 2004).

2.3.3 Modelos tedricos de seleccion positiva

Las glicoproteinas CD4 y CD8 estan implicadas en el reconocimiento y el desarrollo timocitico
actuando como moléculas de adhesion que estabilizan el complejo TCR-MHC-antigeno por
interacciones con las regiones no polimorficas de la moléculas MHC de clase | y clase Il. Estan
coexpresadas en la superficie de timocitos inmaduros, participando como moléculas correceptoras en
la seleccién positiva y negativa del repertorio de células T y en el compromiso de linaje que daréa lugar
a linfocitos T maduros. Si la maduraciéon es completa, la expresion de CD4 y CD8 es mutuamente
excluyente (Donda et al. 1996).

La interaccion de TCR y los correceptores con los complejos MHC/péptidos propios es
generalmente requerida para el desarrollo apropiado del paso de células DP hacia timocitos maduros
SP. Por lo que se piensa que la expresion continua de un correceptor es esencial para mantener el
requisito de avidez que permita una completa maduracion de los timocitos SP, lo cual va acompafiado
de cambios en la expresion de varias moléculas de superficie, incluyendo el aumento de los niveles
de TCRab, la expresion transitoria de CD69, y la disminucidén de la expresién de HSA (heat-stable
antigen). Finalmente los timocitos seleccionados y maduros pasan al sistema inmune periférico, en el
cual la expresiéon de CD4 y CD8 marca el fenotipo funcional de una célula T madura: las células CD4
helper que reconocen antigenos en el contexto de MHC de clase Il y las células citotoxicas CD8, las
cuales reconocen el antigeno en el contexto de MHC de clase |. No obstante, el mecanismo por el
cual se dan las decisiones de linaje durante el desarrollo de la célula T sigue siendo objeto de
estudio.

Aungue el TCR ab media ambas formas de seleccion timica, la distincién entre las sefales de
la positiva y la negativa no son faciles de definir. La seleccidn positiva estd mediada en parte por el
dominio que conecta al péptido CPM de la cadena a del TCR. Se demostré que los timocitos que
expresaban un TCR con CPM incompleto no eran capaces de seleccionarse positivamente de forma
eficiente, pero si que podian seleccionarse negativamente, sugiriendo, que CPM facilita el tipo de
sefales especificas requeridas para la seleccion positiva (Backstrom et al. 1998).

Las dos principales escuelas de pensamiento sobre la seleccién positiva del repertorio de la

célula T, ven este proceso tanto como un requerimiento aleatorio 0 como un proceso dirigido.
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El modelo estocastico predice que la expresion de CD4 o CD8 en los timocitos doble
positivos disminuye de una manera aleatoria y que solo las células con una correcta combinacion de
TCRs y correceptores (que es clase Il restringida por el TCR y CD4 o clase | restringida por TCR y
CD8) sera diferenciada. Si los TCRs no pueden interaccionar con los elementos apropiados
restringidos por el MHC, la diferenciacion final no se llevara a cabo. La interaccion de los receptores
CD4 o CD8 con el MHC no es suficiente para inducir la diferenciacién en ausencia de una correcta
combinacién TCR-MHC; es decir solo se diferenciaran las células que expresan un apropiado TCR
restringido por MHC.

El modelo instructivo, en cambio, predice que la expresién de CD4 o CD8 no disminuye de
una manera aleatoria, si no que las células doble positivas con TCR restringido por MHC de clase |
disminuirian la expresién de CD4 y las células con TCR restringido por MHC de clase Il disminuirian
la expresion de CD8. Este proceso se inicia con la interaccion del TCR con un apropiado MHC,
resultando en la diferenciacién de timocitos que expresan tanto el TCR y el correceptor apropiado que
une al MHC. La expresion constitutiva no rescataria a timocitos con diferencias en TCR y receptor. Se
ha hecho un intento para distinguir entre los dos modelos por expresion constitutiva de CD4 y CD8 e
intentando rescatar el desarrollo de timocitos con diferencias en TCR y correceptores. No obstante
muchos de estos experimentos requieren la superexpresion del correceptor para rescatar

eficientemente y en muchos casos la poblaciéon no madura (Leung et al. 2001).

A parte de los modelos instructivo y estocastico para justificar el compromiso de linaje de CD4
y CD8, estudios mas recientes sugieren un mecanismo conceptualmente diferente y mas complejo
para la eleccién de linaje e indican un requerimiento asimétrico de interacciones TCR-MHC para el
compromiso hacia CD4 o CD8, este modelo recibe el nombre de sefializacion cinética “kinetic
signaling”. Este modelo postula que la eleccién de linaje CD4/CD8 no estd determinada por
diferencias en las propiedades de sefializacion de las proteinas correceptoras CD4 y CD8, sino mas
bien por diferencias en la duracion de la sefial del TCR debido a la cinética de expresion de los genes
CD4 y CD8 durante la seleccion positiva, como se indica en la Figura I-16. Segun este modelo, todos
los timocitos DP seleccionados positivamente inicialmente interrumpen la trascripcion del gen CD8
convirtiéndose en células intermedias CD4+CD8-; la eleccién de linaje es entonces determinada por
la continuidad de la sefializacion a través del TCR.

Si la sefial del TCR persiste resulta en la diferenciacién de las células intermedias CD4+CD8-
a células T CD4+ maduras, mientras que si se da una disrupcién se da un cambio de correceptor y
una diferenciaciéon de CD4+CD8- a células T CD8+ maduras. Segln Sarafova los eventos de
sefializacién intratimica que dictan la eleccion de linaje CD4/CD8 se deben en ultimo término a
cambios en la trascripcién de los genes de los correceptores.

Los genes de CD4 y CD8 emplean diferentes estrategias en su regulacion transcripcional. La
especificidad para el gen CD4 se logra por un elemento silenciador que activamente inhibe la
trascripcion de CD4 en el desarrollo de las CD8; mientras que la especificidad para el gen CD8 es
lograda por diferentes elementos enhancer que promueven activamente la trascripcion del gen CD8

en diferentes estados del desarrollo de las células T CD8 (Sarafova et al. 2005).
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4+8-) = (. o,
CD8SP)

Figura I-16. Esquema del compromiso de los timocitos CD4+CD8+ a células CD4 o CD8 segln
el modelo de sefializacion cinética. En el cual la eleccién de linaje viene determinada
por diferencias en la duracion de la sefial del TCR debido a la cinética de expresion de los
genes CD4 y CD8 durante la seleccion positiva.

2.3.4 Silenciador del CD4

La expresion del gen CD4 esta regulada principalmente a nivel trascripcional y controlada por
una secuencia reguladora compuesta por un promotor, dos potenciadores o “enhancers” y un
silenciadora. La especificidad de linaje de expresidon del gen CD4 reside en este Ultimo, que es
regulado de diferente manera a través de la maduracion de la célula T y del compromiso de linaje por
varios factores de trascripcion (Ellmeier et al. 1999).

En el estado de silenciamiento de un gen, el DNA o las proteinas tienen que ser modificadas
para unirse a las estructuras de cromatina reprimidas seguido de la replicacion del DNA.
Modificaciones epigenéticas bien documentadas como son la metilacion del DNA y la deacetilacion de
histonas han sido descartadas como responsables de reprimir la trascripcion del CD4 (Zou et al.
2001).

Taniuchi y colaboradores basandose en sus resultados proponen que la secuencia
silenciadora del CD4 adopta diferentes funciones en el curso del desarrollo de las células T; siendo
un represor activo en timocitos DN y un silenciador génico epigenético en linfocitos T maduros. El
silenciador del gen CD4 esta localizado en el primer intron del gen CD4 y funciona restringiendo la
expresion de dicho gen en subpoblaciones apropiadas de timocitos y de células T (Taniuchi et al.
2002). La secuencia del silenciador comprende 434bp, cuyo fragmento central es esencial para la
funcién de silenciamiento de CD4 y se localiza entre los nucleétidos 165-265. Se conocen varios
sitios de union de factores de trascripcion como HES-1, Runx3, SAF (silencer associated factor) y c-
Myb. Mutaciones en estos sitios resultan en diferentes grados de desrrepresion del CD4 en linfocitos

T periféricos.
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2.4 Células doble positivas (DP)

El fenotipo DP es caracteristico de las células corticales del timo, sin embargo también se
encuentra un pequefio porcentaje de células T DP en periferia. La existencia de linfocitos doble
positivos extra-timicos en humanos fue descrita por primera vez por Blue en 1985, encontrandose
gue la proporcién de linfocitos T que coexpresan CD4 y CD8 en sangre periférica en individuos sanos
no supera el 3% de los linfocitos T (Blue et al. 1985).

Las células T DP que se encuentran en sangre periférica son heterogéneas en la expresion
de las moléculas CD4 y CD8. En base a los datos de citometria, se han dividido en tres grupos,
células que expresan altos niveles de CD4 (CD4hi) y CD8a, células que expresan CD8ab y bajos
niveles de CD4 (CD4'°) y finalmente células que expresan altos niveles de CD4 y de CD8ab (Parel et
al. 2004). Los estudios in vitro han proporcionado elementos que permiten comprender el origen de
algunas de estas células. La expresion estable de CD8a que se da tras cultivar células CD4
purificadas en presencia de IL4, parece dotar a la célula de una capacidad citolitica (Nascimbeni et al.
2004). Los estudios que han investigado el origen in vivo de estas células a través del andlisis del
TCR concluyen que las células DP cD4"CD8aa representan una subpoblacion de células T CD4
efectoras completamente diferenciadas. No existen estudios que demuestren el origen in vivo de
células CD8ab que expresan CD4°; no obstante, cuando células CD8ab son activadas via TCR
llegan a ser capaces de expresar bajos niveles de CD4. Sobre esta adquisicion, las células CD8ab
son susceptibles de la infeccién por VIH, e incluso a responder a IL-16 (Kitchen et al. 2002).

Sobre el tercer grupo de células, las que expresan CD4hiCD8hiab, se ha determinado su
frecuencia y fenotipo ex vivo considerando marcadores de memoria, de activacion, de homing, de
diferenciacién y maduracion sin encontrarse diferencias entre estas células y las simples positivas.
Aunque las células DP estan presentes en muy baja frecuencia en sangre periférica de donantes
sanos, existen expansiones con el fenotipo cb4"cbg"ab. La presentacion clinica de sujetos con este
tipo de expansiones va desde individuos normales a pacientes con neoplasias, infecciones y
patologia autoinmune (Parel and Chizzolini 2004). A continuacién detallamos estas situaciones:

*Existe la evidencia de un incremento en la frecuencia de células T DP durante infecciones
viricas. Tanto en infecciones por VIH como en la infeccion por el EBV el porcentaje de células DP
puede incrementarse hasta un 20% de los linfocitos circulantes (Weiss et al. 1998). También se ha
observado que células CD8 pueden readquirir la expresion de CD4 después de infeccion con el virus
herpes humano 6 (HHV-6) (Lusso et al. 1991). En estos casos las células pueden mostrar

marcadores de activacion como HLA-DR.

* El fenotipo T DP (CD3+CD4+CD8+) tiene cierta frecuencia dentro de las leucemias crénicas
de células T. Las leucemias linfoides T crénicas se definen como leucemias de células T pos-timicas
por el grupo French-American-British (FAB) y se subclasifican en cuatro entidades: leucemia linfoide
granular (LGLL), leucemia/linfoma adulto de la célula T (ATLL), leucemia T prolinfocitica (T-PLL) y

Sindrome de Sezary. En el estudio realizado por Mizuki, los pacientes con T-PLL muestran el fenotipo
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CD4+CD8ab+ en el 21% de los casos, diferente de LGLL y ATLL que muestran el fenotipo
CD4+CD8aa+ (Mizuki et al. 1998). Asi, el fenotipo CD4+CD8ab+ es infrecuente excepto en T-PLL,

que es relativamente comun. El estado de diferenciacion en el que se encuentran estas células no
esta bien definido, aunque existen dos hipotesis, 1) que fueran células timicas DP, siendo la Unica
entre las leucemias crénicas T, y 2) que fueran células periféricas T activadas.

La T-PLL es una leucemia linfoide muy agresiva caracterizada por una profunda linfocitosis
(mayor de 100x109/L), hepatoesplenomegalia y linfoadenopatia en su presentacion, con rapida
progresién y corta supervivencia (tipicamente menos de un afio). A menudo se acompafia de
infiltracién linfoide en piel y médula 6ésea en grado variable (30-90%) (Zuckermann 1999). En la serie
mas amplia publicada hasta el momento de pacientes con T-PLL (Matutes et al. 1991), se ha visto
que las anormalidades cromos6micas mas consistentes son las que implican al cromosoma 14 con
puntos de rotura en qll y 932, en el 76% de los casos. Estas anormalidades suelen ser inversiones
gue implican a otros cromosomas. La trisomia 8 implicando iso 8q se da en la mitad de los casos y a
menudo esti asociada con reordenamientos del cromosoma 14 o 7. La morfologia de los linfocitos
leucémicos suele mostrar nicleos de contorno marcadamente irregular. No obstante, no hay rasgos
morfoldgicos, ni cariotipicos asociados con mejor pronostico; el Gnico factor potencialmente asociado
es el inmunofenotipo inmaduro (CD45RA+,RO-); Ya que es raro encontrar el fenotipo memoria
(CD45RA-RO0O+) en la enfermedad indolente (Garand et al. 1998).

Anormalidades clonales que implican al cromosoma 14 se han visto en ataxia-telangiectasia
sin leucemia. Sugiriendo que los cambios cariotipicos podrian ser eventos pre-leucémicos y que un
segundo evento seria requerido para el desarrollo de un proceso neoplasico declarado (Chun et al.
2002).

*A parte de las neoplasias hematolégicas, el incremento de células DP ha sido referido en
patologia benigna como en la purpura idiopatica trombocitopénica, Sindrome de Behget, miastenia
gravis e incluso en algun adulto sin patologia (Kay et al. 1990).

Las expansiones DP descritas por Tonutti y colaboradores son heterogéneas pero llama la
atencion rasgos fenotipicos comunes como son la menor expresién de CD7 y la alta densidad de
expresion de CD45R0 (Sala et al. 1993). De otro lado, evidencias genotipicas indican la presencia de
monoclonalidad en individuos pertenecientes a cualquiera de los subgrupos lo que ha hecho
especular que aunque estas expansiones sean heterogéneas, podrian representar expansiones pre-
neoplasicas o0 no-neoplasicas de células DP normales con un fenotipo “congelado” de algunos
eventos aun desconocidos (Tonutti et al. 1994). La presencia de altos niveles de expresién de CD8 en
estas células, sumado al hecho de que presenten ambas isoformas del CD8, junto con la presencia
de CD4 podria sugerir una capacidad funcional de interaccionar tanto con moléculas MHC de clase |
y clase Il, aumentando su competencia inmunolégica. No obstante, el significado clinico de un

aumento de células DP esta lejos de ser esclarecido.
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OBJETIVOS

Dentro de la practica en inmunologia clinica, el reconocimiento de parametros
inmunologicos alterados permite identificar defectos que afectan al sistema inmunologico.
Muchas de las deficiencias descritas a lo largo del ultimo medio siglo han revelado vias
moleculares de importancia en la biologia del sistema inmunol6gico. En este trabajo se
pretende analizar las caracteristicas fenotipicas, genéticas y moleculares en pacientes con
rasgos indicativos de Inmunodeficiencia Primaria o alteraciones en los componentes del

sistema inmunologico.

Objetivos especificos:

1- Caracterizacion molecular de Inmunodeficiencias Primarias.

2- Estandarizacion de técnicas que permitan clasificar las patologias estudiadas dentro

de las IDP y discriminar entre diferentes inmunodeficiencias.

3- Caracterizacion fenotipica y funcional en un grupo de pacientes con sospecha de

Sindrome Linfoproliferativo Autoinmune (ALPS).

4- Determinacion del origen y las caracteristicas de la poblacion de células T doble

positiva CD4+CD8+, en un paciente con patologia respiratoria.
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1. Muestrasy lineas celulares

En el presente estudio se incluyen muestras de pacientes procedentes de las unidades de
Pediatria, Pneumologia y Medicina interna del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona, y
de la unidad de medicina interna del Hospital de Vall d’Hebron de Barcelona. Las muestras de
donantes sanos procedian del servicio de extracciones del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Las
muestras de sangre total fueron obtenidas por puncién venosa periférica. Se recogieron en tubos
conicos de 5 ml con EDTA o heparina. En todos los casos la sangre periférica fue procesada en las
dos horas siguientes a su extraccion.

En algunos de los estudios se ha trabajado con la linea celular Jurkat, linea de linfocitos T CDA4.

2. Determinacién de inmunoglobulinas.

2.1. Dosificacion de inmunoglobulinas

La dosificacién de las inmunoglobulinas IgM, IgA e IgG y la determinacion de factor reumatoide
y las proteinas del complemento C3 y C4 se llevé a cabo por la técnica de nefelometria con el equipo
IMMAGE (Coulter). Los valores de los distintos isotipos de inmunoglobulinas se dan en mg/dl. Los
rangos normales de concentracion de las inmunoglobulinas segun la edad del individuo aparecen en

la Tabla M 1, pagina 90.

2.2. Determinacién de subclases de IgG e IgA

La determinacion de subclases de 1gG e IgA se realizaron por inmunodifusién radial con el kit
(Kit Athe Binding site@), segun el siguiente procedimiento:
1. Atemperar las placas 15 minutos antes de su utilizacion
2. Se realizan las diluciones de los sueros problema y controles
- 1g G1 e lg G2 a una dilucién 1/10 (25m suero / 225nt albGmina bovina (BSA) al 7%
presente en el Kit). Ig G3 e Ig G4 sin diluir
3. Administrar 5 ml de los calibradores. (antes realizar un vortex) y 5 ni del suero problema.
4. Colocar la tapa de la placa e incubar en las siguientes condiciones:
- Ata. (22°C) en camara himeda. Tiempo minimo: 72 horas.

5. Medicién del diametro del anillo y calcular la concentracion
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2.3.

Se

Inmunofijacion

realizaron inmunofijaciones mediante el kit HYDRAS IF con plantilla dinAmica de SEBIA. Se

siguieron las instrucciones del fabricante:

3.
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1. Se diluyen las muestras en dos tubos independientes, por una parte 50m de diluyente
mas 10m de muestra y por otra 200n de diluyente mas 100nt de muestra.

2. Se dispensan 10nt de muestra diluida por pocillo, una vez se han aplicado las muestras
se deja que difundan en el aplicador durante 5 min.

3. Se colocan 200m de H,O en la zona de migracion de HYDRASYS, y se colocan las
esponjas tamponadas en su ubicacion normal.

4. Posteriormente se dispensan los antisueros con la plantilla dinamica.

5. Se incuba con los antisueros 5 min. a 20°C, posteriormente se extrae la plantilla y blotting
con papel de filtro grueso. Una vez se ha acabado el secado del gel, se transfiere al médulo
de tincion.

6. Se visualizaran las proteinas tefidas con el colorante violeta acido.

Determinacién de autoanticuerpos

3.1.

Determinacién de anticuerpos anti-nucleares (ANAs) por
inmunofluorescencia indirecta sobre tejidos de rata

3.1.1. Preparacién de los tejidos

1. Se sacrifica una rata por dislocacion cervical.
2. Se extraen higado, rifiones, estomago y timo y se depositan en una superficie limpia,
humedecida con tampoén fosfato salino (PBS).
PBS (pH 7.4): 0.5M Fosfato sédico
150 m NaCl
3. Se trocean los tejidos en porciones de 2 a 4 mm de tamafio y se montan piezas
disponiendo un trozo de cada uno de los diferentes tejidos en una plantilla del
criostato sobre una gota de resina Tissue-TekOCT 4583(Sakura Finetechnical Co.)
4. Congelar rdpidamente los tejidos sumergiéndolos en N, liquido durante 2 min.
Las piezas se guardan congeladas a -40°C y en el momento de utilizarlas se
trasladan al criostato.
6. Se hacen cortes de 5mm de grosor y se montan en portas, estos cortes se pueden

congelar a -20°C hasta el momento de ser utilizados.
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3.1.2. Inmunofluorescencia indirecta sobre tejidos de rata.

1. Se fijan los cortes por inmersién de los portas en paraformaldehido-lisina-periodato
(PLP) durante 10 min. a 4°C seguido de un lavado con PBS durante 10min. a
temperatura ambiente (t.a.).

PLP (pH 7.4): 0.5% Paraformaldehido
10 mM Periodato sddico
75 mM Lisina-HCI
37 mM Fosfato sodico

2. Sin dejar secar en ningdn momento los cortes se incuban con 50 de cada uno de los
sueros en estudio diluidos 1/40 y diluciones dobles progresivas en PBS. La incubacion
se realiza en cAmara himeda durante 20 min. a t.a..

3. Se retiran los sueros problema y se lavan las preparaciones con PBS durante 20 min.,
realizando tres cambios de la solucién de lavado.

4, Se incuban con 50nm de una solucién 1/40 en PBS de anticuerpo secundario conjugado
con fluoresceina contra inmunoglobulinas humanas (anti-human DAKOQO) durante 20
min. a t.a.

5. Se retiran las Igs y se lavan igual que en el paso anterior.

6. Se secan los portas y se deposita sobre cada corte una gota de glicerina tamponada a
pH 7.2 (bioMérieux) poniendo después el cubreobjetos.

7. Los patrones de reactividad se analizardn con un microscopio de fluorescencia Carl
Zeiss, Thornwood, NY).

4. Citometria de flujo

La citometria de flujo es un método analitico que permite la medida de emision de fluorescencia
y dispersion de luz, inducidas por la iluminacién apropiada de las células, a medida que son arrastradas
de una en una por un flujo portador frente a un sistema de deteccién. La citometria de flujo aprovecha
el desarrollo de un amplio nimero de moléculas fluorescentes, que se unen especificamente a
moléculas celulares, se acumulan selectivamente en compartimentos celulares o que modifican sus
propiedades a través de reacciones hioquimicas especificas.

Mediante la citometria de flujo se definen las caracteristicas fisicas y quimicas de las células
gue se clasifican en parametros extrinsecos (antigenos de superficie) o intrinsecos (tamafo,
morfologia celular y rugosidad citoplasmatica). Los pardmetros Forward Scatter (FS) y Side Scatter
(SS) permiten diferenciar las células por su tamafio y por su rugosidad respectivamente. De esta
forma, la citometria de flujo permite detectar y cuantificar estructuras y funciones de células
individuales o particulas bioldgicas aisladas, a elevada velocidad y siguiendo una aproximacién
multiparamétrica. Estas caracteristicas la convierten en una técnica especialmente valiosa para

caracterizar poblaciones celulares heterogéneas con amplia aplicacién en estudios inmunoldgicos.
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4.1.

Panel de anticuerpos utilizados

4.1.1. Anticuerpos monoclonales utilizados en el diagnéstico

Las caracteristicas de los anticuerpos monoclonales empleados en el estudio se detallan en la

Tabla M.2. donde se especifican el fluorocromo y la casa comercial.

MoAbs  Fluorocromo (marca) MoAbs Fluorocromo (marca)
CD2 RDI/FITC (COULTER) CDh71 FITC (IMMTOOLS)
CD3 PE ( DAKO) CD95 PE (BD)
CD3 APC ( DAKO) CD103 FITC (IMMTOOLS)
CD3 PerCP (BD) CD45/CD4/CD8/CD3  FITC/RD1/ECD/PC5 (COULTER)
CD3 PC5 (COULTER) CD45/CD56/CD19/CD3  FITC/RD1/ECD/PC5 (COULTER)
CD4 FITC ( DAKO) anti-BTK no conjuado (B-D)
CD4 PerCP (BD) TCRab PE (IMMTECH)
CD4 APC ( DAKO) TCR ol FITC (IMMTECH)
CD5 PE (IMMTOOLS) IgM PE (DAKO)
CD7 FITC (IMMTOOLS) laD FITC (PHARMINGEN)

CD8 b PE (IMMTECH) HLA-DR PE (IMMTECH)
CD8 PE ( DAKO) ICOS PE (B-D)
CD8 PerCP (BD) ICOS ligando PE (BIOLEGEND)
CD8 FITC (COULTER CTLA-4 PE (BD Pharmingen)

CD11a FITC (IMMTOOLS) IL-7r PE( R&D)

CD14 FITC (COULTER) CXCR3 APC (BD)

CD18 PE (IMMTOOLS) CXCR4 APC (BD)

CD21 FITC (IMMUNOTECH) CXCR5 APC ( R&D)

CD23 CCR3 PE (R&D)

CD25 RD1 (IMMTECH) CCR4 PE (BD)

CD27 FITC (BD) CCR5 FITC (BD)

CD28 FITC (IMMTECH) CCR6 FITC (R&D)

CDA40lig PE (IMMTECH) CCR9 FITC (R&D)

CDA40lig PE (B-D) CCR7 IgM (BD)

CD44 FITC (IMMTOOLS) Ms Anti Human IgM FITC (BD)
CD45RA FITC (BD) ConA  Alexa-FLUOR 488 (INVITROGEN)
CD45R0O FITC (DAKO) PHA Alexa-FLUOR 488 (INVITROGEN)
CD45R0O PE (PHARMINGEN) PERFORINA PE (eBIOCIENCE)

CD62L FITC (BD) IgG1/1IgG2a PE/FITC (IMMTOOLS)

CD69 PE (IMMTOOLYS) 1gG1/1IgG2b FITC/PE (IMMTOOLS)

Tabla M.2. Anticuerpos monoclonales utilizados en citometria de flujo. FITC, fluoresceina. PE o

RD1, ficoeritrina. ECD,

Alloficocianina, PerCP, proteina clorofila-Peridinina.
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Para la tinciéon de receptores de quimiocinas se utilizaron las siguientes combinaciones de

anticuerpos,
CXCR3 CXCR4 CCR4 CxCR5 CCR3
CD4-FITC CD4-FITC CD4-FITC CD4-FITC CD4-FITC
CD3-PE CD3-PE CCR4-PE CxCR5-PE CCR3-PE
CD8-PerCP CD8-PerCP CD8-PerCP CD8-PerCP CD8-PerCP
CXCR3-APC  |cXcr4-APC  |cD3-APC CD3-APC CD3-APC
CCR5 CCR6 CD27 CCR9 CD62L
CCR5/FITC CCR6/FITC CD27-FITC CD4-FITC CD62L-FITC
CD8-PE CD8-PE CD8-PE CCR9-PE CD8-PE
CD4-PerCP CD4-PerCP CD4-PerCP CD8-PerCP CD4-PerCP
CD3-APC CD3-APC CD3-APC CD3-APC CD3-APC
IL-7R-alpha CD45RA CD45RO CCRY7
CD4-FITC CD45RA-FITC JCD45RO-FITC |CCR7 (BD) IG M Mouse
IL/7R-PE CD8-PE CD8-PE Rat Anti Mouse |g M-FITC(SBA)
CD8-PerCP CD3-PerCP CD3-PerCP CD8-PE
CD3-APC CD4-APC CD4-APC CDA4-PerCP

CD3-APC

4.2.

MATERIAL Y METODOS

Tabla M.3. Combinaciones utilizadas para estudiar los receptores de quimiocinas.

Separacién de células mononucleares de sangre periférica

Para el analisis citométrico se utilizé sangre entera y suspensiones de células mononucleares.

Se procede a la separacion de células polimorfonucleares de sangre periférica (PBMC)
a partir de un gradiente de densidad. Para ello hemos utilizado Lymphoprep Ficoll-
Hypaque (Nicomed, Pharma As, Oslo, Norway).

Diluimos la sangre en PBS (dilucion 1:2 en PBS) y afiadimos, dejando resbalar la
muestra por la pared del tubo inclinado, de forma que la sangre quede sobre la
superficie del Lymphoprep, sin mezclarse con él.

Centrifugamos la muestra durante 20 min. a 800g a t. a.

Observamos los diferentes estratos en orden ascendente: en el fondo del tubo se
depositan los hematies y granulocitos; por encima, se encuentra una capa que contiene
las plaquetas. Se observa un anillo mas o menos denso, de células mononucleares a
recuperar; por encima, se encuentra el plasma diluido. Recogemos las células
mononucleares que quedardn separadas en la interfase mientras que los eritrocitos y
los neutrdfilos se ubicaran en el fondo del tubo.

La interfase se recupera por aspiracién y se transfiere a otro tubo donde se lavara 2
veces con PBS frio durante 10 min. y se centrifugara a 800g a 4 °C. Antes del ultimo

lavado se toma una alicuota de la suspension celular y se realiza el contaje de células
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6.

4.3.

en camara de Neubauer (Hycor biomedical inc.) mediante exclusién con azul de tripan:
Trypan Blue solution (0,4%) (Sigma, St. Louis, MO)

Tras la centrifugacién descartamos el sobrenadante y resuspendemos el pellet celular
con medio de cultivo a la concentracién deseada.

Preparacion de las muestras

Para el marcaje de células de sangre periférica utilizaremos una tincién directa procediendo de

la siguiente manera:
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1.

4.3.2.

A w D P

Tincidn directa (IFD)

En tubos de polipropileno de 12 x 75 mm, se dispensan 50 a 100 pl de suspension
celular correspondiente (sangre periférica o PBMCs) previamente ajustada a una
concentracion de 1x10° cel/ml. Si se trata de PBMCs se lavan previamente con PBS +
1% Fetal Calf Serum (FCS) (Bio Whittaker, Vervies Belgium) + 0.05% Azida sédica.

Se afiaden 5-10 pl de cada anticuerpo monoclonal conjugado o del correspondiente
control isotipo y se incuba durante 15 min. a t. a. en oscuridad.

Se pasan las muestras por el TQ-prep (Coulter) que es un aparato que permite de
forma automatica, lisar los hematies, estabilizar el pH vy fijar las células. El aparato TQ-

prep (Coulter) dispensa las siguientes soluciones:

Solucion A: Acido férmico (lisa hematies).
Solucién B: Carbonato sédico, cloruro sédico y sulfato sédico (estabiliza el pH
y la osmolaridad).

Solucién C: Paraformaldehido (fija las células).

Analizar las poblaciones celulares marcadas, seleccionando previamente la poblacion
linfocitaria en un histograma de dos dimensiones lineal mediante los parametros FS y
SS.

Tincion indirecta (IFI)

Se lavan las células con PBS + 1% FCS + 0.05% Azida sédica.
Se le afade el anticuerpo diluido en suero de conejo inactivado a una dilucion 1/10.

Se incuban 45-30 min. en hielo.

Se lavan dos veces PBS + 1% FCS + 0.05% Azida sdOdica, y se les afiade el anticuerpo

secundario también diluido.



5.
6.

4.3.3.

MATERIAL Y METODOS

Se incuban 45-30 min. en hielo y se vuelven a lavar.
Se resuspenden en 1ml de PBS para analizarlas por el citometro de flujo Epics XL-ML

(Coulter, Miami, Florida).

Tincién intracelular

La tincién intracelular para la deteccion de la protein cinasa de Bruton (Btk) mediante citometria

se realizd6 con el kit de tincion intracelular Intrastain (K2311DAKO, Dinamarca) siguiéndose el

protocolo:

a &~ DRk

Utilizar 10° células y diluir en PBS hasta un volumen total de 200 ni.

Marcar con 2m de CD3-PC5 y otros 2nm de CD14-FITC durante 20 min. en oscuridad.
Lavar con PBS a 800g durante 5 min. a 4°C.

Resuspender el pellet en 100m y dividir cada tubo en dos (50nt por tubo).

Afadir 100m de DAKO IntraStain Reagent A (4% paraformaldehido en PBS) Vortex.

Incubar 15 min. a t. a. en oscuridad.

6. Lavar con PBS a 800g. durante 5 min. a 4°C.

7. Decantar dejando 50nt aproximadamente.

8.

9. Lavar con tampo6n de lavado (WB) (PBS + 1% FCS + 0,1% azida) a 800g 7 min.

Afadir 100n de DAKO IntraStain Reagent B. Incubar a t.a. durante 15 min.

10. Afdadir 100m de la dilucion 1/50 del anticuerpo anti-a-actina en WB+10% de SCI

(dilucion final 1/100). Incubar 30-45 min. en hielo.

11.Lavar con WB a 800g 5 min. (3x).

12.Incubar con 100m de la dilucion 1/100 del anticuerpo anti-mouse IgG1 RAH-PE en

WB+10% de SCI durante 30-45 min. en hielo (diluciéon final 1/200).

13.Lavar con WB a 800g 5 min. (3x).

14. Analizar la expresion las muestras por el citmetro.

La tincion intracelular para la deteccion de perforina se realizé con el kit de tincién intracelular

Intrastain (K2311DAKO, Dinamarca) siguiendo el protocolo:

Pipetear 100n de sangre de la muestra y de un control.

Afadir 3m de anti-CD3-PC5 y 51 de anti-CD8-FITC e incubar 15min. en oscuridad a
t.a.

Dividir cada tubo en dos (50 aprox.) y afiadir 100m del reactivo IntraStain Reagent A,
vortear e incubar 15min. a t.a.

Lavar con 2ml de PBS (600g. 5 min. a 4°C)

Descartar sobrenadante y afiadir 100m del reactivo IntraStain Reagent B y 2m de anti-
perforina-PE en uno de los tubos y 51 del control isotipo IgG2b-PE en el tubo control.

Vortear e incubar 15 min. a t.a.
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6. Lavar con 2ml de PBS (600g. 5 min. a 4°C). Descartar sobrenadante, afiadir ISOTON®

Il diluent Coulter® y analizar en el citbmetro de flujo.

4.3.4. Estudio del Repertorio TCR por citometria

El Kit I0Test® Beta Mark (Beckman Coulter) es una herramienta de andlisis multiparamétrico
disefiado para la determinacién cuantitativa del repertorio TCR VB en linfocitos T humanos por
citometria de flujo. Aprovechando las especificidades M3 se agrupan combinaciones mutuamente
excluyentes siendo posible la determinacién de tres tipos diferentes de VR en el mismo tubo
combinando tres anticuerpos monoclonales con dos fluorocromos. El primer anticuerpo esta
conjugado con FITC, el segundo esta conjugado con PE y el tercero es una mezcla cuidadosamente
balanceada de la mezcla de FITC y PE. El kit estd compuesto por 8 viales que contienen las mezclas
de anticuerpos para las correspondientes especificidades VB del TCR, cubriendo el 70% del

repertorio. Se realizé segun instrucciones del fabricante.

5. Estudios de funcién linfocitaria

5.1. Condiciones de cultivo estandar

Una vez separadas las células mononucleares de sangre periférica segun el apartado 4.2. se
resuspenden en medio RPMI 1640 (Bio Whittaker, Norway) suplementado con un 10% de FCS,
penicilina a una concentracion 100 U/ml, y estreptomicina a 100ng/ml (Bio Whittaker, Vervies
Belgium), y glutamina (Gibco BRL, Rockville MD, USA) a una concentraciéon de entre 2-4x10° cls/ml.
Las células se cultivaron en frascos de cultivo (TPP, Trasadingen, Switzerland) en las siguientes

condiciones: 37°C de temperatura y 5% de CO, y una humedad relativa saturante del 90%.

5.2. Estimulacion con fitohematoglutinina (PHA) e interleucina 2 (IL-2)

Los mitdgenos son agentes capaces de activar muchos clones de linfocitos, con independencia
de sus especificidades antigénicas, PHA lo hace con los linfocitos T. Una vez separadas las células
de cada paciente se resuspenden en el medio de cultivo con PHA-M (50ug/ml) (L8902 Sigma, St.
Louis, MO) y IL-2 recombinante humana (Biosource International,Camarillo, CA). El cultivo se

mantiene durante una semana afladiendo IL-2 a los cuatro dias del inicio.
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5.3. Estimulacién con phorbol 12- myristate-13-acetate (PMA) e
ionoforo

Los iondforos aumentan la concentracion del calcio i6nico en el citoplasma produciendo una
activacion de las células T, que permite a las pocas horas evaluar los signos precoces de activacion

como es la expresion de CD69 y de CD40 ligando.

1. Una vez separadas las células se ajustan a una concentracion de 5x10°cls/ml.

2. Seguidamente se afiade 1ml de suspension celular por pocillo al cual se incorpora PMA
e ionomicina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) de 10ng/mL y 1ug/mL,
respectivamente.

3. Se incuban en camara de CO, durante 4 horas a 37°C con 5% de CO..

4. Una vez pasado este tiempo se recogen las células de los pocillos y se marcan con

anti-CD3-PC5 y CD40ligando-PE, posteriormente se analizan por citometria.

54. Proliferaciéon celular

La prueba de proliferacion de linfocitos inducida por mitégenos in vitro se utiliza para evaluar la
inmunidad celular. EI método tradicional para la prueba de linfoproliferacion utiliza linfocitos
purificados por gradiente de centrifugacion como fuente de células para el cultivo y la captacién de
timidina tritiada como método de medicién de la proliferacion. Se fundamenta en que las células en
proceso proliferativo inducido por el mitégeno, incorporan la timidina marcada radioactivamente con
tritio [3H] como base para la sintesis del nuevo ADN; por lo tanto estima el numero de células que
estan proliferando. La incorporacion a la cadena de DNA de una timidina-[3H] bloguea el proceso de
sintesis de manera que las células replican el DNA pero no se siguen dividiendo. La incorporacion de
timidina-[3H] sera proporcional a la sintesis total de DNA. El nivel de proliferaciéon se evalla en funcion
del nivel de radioactividad alcanzado por las células en cultivo

Se utiliza como muestra sangre periférica heparinizada y estéril de cada paciente y de un
control (sujeto sano). Se aislan los linfocitos por gradiente de ficoll (seccidon 4.2.), se lavan tres veces
con PBS y resuspenden en dos mililitros de medio de cultivo con 20% de suero AB.

Se ajustan a la concentracion de 10° linfocitos/ml. Se utilizan los siguientes medios de cultivo:

Solucién A: 50ml de medio RPMI-1640
1 ml glutamina
20 ni de penicilina

25 nl de estreptomicina
Solucioén B: 40ml de solucién A

10ml de suero humano AB previamente testado y descomplementado a 57°C

durante 30 min.
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Las diluciones de los distintos estimulos de activacion:
PHA (fitohemaglutinina) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
PWM (Pokeweed) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
SEA (Enterotoxina A del Stafilococo aureus) (Sigma, St. Louis, MO)
SEB (Enterotoxina B del Stafilococo aureus) (Sigma, St. Louis, MO)
Anticuerpo anti-CD3 (OKT3; ATCC)

Procedimiento:

1. Se utiliza una placa de 96 pocillos de fondo plano, se aplica 50m de cada estimulo y
100m de suspension de linfocitos ajustados en cada pocillo.

2. Se incuban en camara de CO, durante 48 horas a 37°C con 5% de CO..

3. Se afiaden 10nt de timidina—[gH] a una dilucion final de InCi 25mCi/mmol por pocillo
(Amershan International) y se incuban en estufa con 5% CO, durante 18 horas.

4. Filtrar los cultivos utilizando el aparato de filtracion (SKATRONAS). Medir la cantidad
de radiacion beta emitida por cada filtro (FilterMat. Skatron), afiadiendo 1ml de liquido
de centelleo (Tri-Carb 2100TR Packard).

5. Los resultados se expresan en cuentas por minuto (c.p.m.)

5.5. cCuantificacion de la actividad respiratoria oxidativa en monocitos y
granulocitos. Bursttest-NBT para diagnostico de enfermedad

granulomatosa cronica

Este test permite determinar cuantitativamente la respiracion oxidativa en leucocitos. La
evaluacion de la actividad respiratoria oxidativa se lleva a cabo por la exposicién de los leucocitos a
distintos estimulos como son el ligando de la protein cinasa forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) y un
preparado de bacterias opsonizadas E. coli sin marcar como estimulantes de gran actividad. Las
células estimuladas capaces de producir metabolitos derivados de la oxidacién (anién superéxido,
peréxido de hidrégeno, acido hipocloroso) convertiran el sustrato fluorogénico dihidrorodamina-123 en
rodamina-123. La evaluacién de esta actividad bioldgica se realiza mediante citometria de flujo, el
analisis determina el porcentaje de células que han producido radicales oxigeno. Una actividad
respiratoria ausente o0 reducida puede estar asociada a enfermedades genéticas como la
granulomatosa croénica.

Prueba funcional que se realiza con sangre heparinizada.
Reactivos:

1- Solucién de lavado PBS

2- Solucion lisis en H,O 10X (2m por muestra)

3- Sustrato, prepararlo 30 min. antes de usar.
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4- Solucién tincion DNA
5 PMA (dilucién 1/200 en PBS)
6 E.colia0°C
Procedimiento:
1- Poner 100m de sangre en cada tubo. Incubar la muestra para el estimulo E. coli 10 min.
en bafio de hielo.

2- Utilizamos tres tubos:

20M PBS t.a. 20M E. coli 0°C 20mM PMA t. a.

100nt sangre 100m sangre 100m sangre

3- Incubar 10 min. a 37°C

4- Afadir 20m de sustrato y vortex.

5-Incubar 10 min. a 37°C.

6-Se afiade 2 ml de solucion de lisis por tubo y se incuban 20 min. a t. a.

7-Se centrifugan los tubos 5 min. a 800g. a 4°C.

8-Decantar y lavar con PBS

9-Afiadir 200m de solucién de tincion de DNA.

10-Incubar 10 min. a 0°C protegido de la luz.

11-Antes de pasar por el citometro afiadir un volumen de tampén ISOTONP Il diluent

Coulter®.

6. Estudio de muerte celular programada. Apoptosis

Se analiza la viabilidad celular mediante la citometria de flujo tras la induccién de apoptosis
para lo cual se generan blastos de las PBMCs, posteriormente se les induce la apoptosis y se realiza
la tincién con anexina-V-FITC (Bender MedSystems (Vienna, Austria)), una molécula capaz de unirse
a las células que han entrado en apoptosis. La induccién de apoptosis se llevé a cabo con el
anticuerpo anti-Fas (clon CH11, Upstate solutions, NY) y con diferentes concentraciones de
Prednisona (PDN) de (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).

6.1. Induccién de apoptosis

El dia 1 se separa mediante gradiente de Ficoll las PBMCs de pacientes y donantes sanos,

todo el proceso se realiza en condiciones de esterilidad. Se realiza un primer lavado con suero
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fisiolégico (SF) a 800g durante 5 min. a 4°C. El segundo lavado se realiza en medio de cultivo RPMI-
1640 en las mismas condiciones que el primero.

Las células se resuspenden en medio de cultivo RPMI-1640 més un 10% de suero AB y PHA-M
[2mgr/ml] y se mantienen en estufa durante 72 horas a 37°C con 5% de CO..

El dia cuatro se recogen las células del cultivo, se lavan con medio de cultivo RPMI y posteriormente
se resuspenden en medio RPMI-1640 mas un 10% de suero AB con IL-2 [1000U/n], repitiéndose
este lavado los dias seis y ocho.

El dia nueve se lavan las células y se ajustan a la concentracion de (4x105 cls/ml). En el caso de
apoptosis via Fas se aflade 1nm del anticuerpo CH11. En el caso de apoptosis tras el tratamiento de
PDN se afiaden diferentes concentraciones de dicho corticoide, concentracion final (4-20ng/ml). En
ambos casos se dejan en cultivo durante 20h, tras las cuales se tifien con anexina-V para determinar

la apoptosis.

6.2. Tincién con anexina-V

1. Se recoge una alicuota de 200m del cultivo celular de las muestras a analizar que se
encuentran a una concentracion de 2-4 x10° células/ml y se lavan dos veces con PBS a
t. a.

2. Se le afiade 2m de la anexina-V y 150m del tampdén de anexina 1X. La unién de la
anexina-V a la fosfatidilserina traslocada a la cara externa de la membrana celular en
las células apoptoticas precisa de la presencia en el medio de iones calcio.

3. Se agita suavemente la suspension celular, se incuba durante 15 min. a t.a.

4. Una vez transcurrido este tiempo se afiaden 150mM mas de tampoén anexina 1X y 5nm de
ioduro de propidio (IP) (Bender MedSystems (Vienna, Austria)), la muestra ya esté lista

para ser analizada en el citometro de flujo Epics XL-MCL (Coulter).

6.3. Viabilidad. Tincion Turk

1. Una vez lavadas las células del apartado anterior se recoge una alicuota de 50m y se
realiza una dilucion 1/2 con el colorante azul tripan. La viabilidad y el contaje se
determinan por exclusién al azul tripan en camara de Neubauer siendo las células

tefiidas de azul las muertas y las no tefiidas las vivas.
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/. Estudio de proteinas

7.1. Obtencion de los extractos celulares

Las células obtenidas tras la separacion como se indica en el apartado 4.2. se centrifugan a
4°C 9500g. Para un boton celular de 10° células utilizaremos 10m de buffer de lisis (1% de Triton-
X100, 10 mM Tris-HCI, pH 7.6, 150mmol/L NaCl, 5mmol/L EDTA, 2mmol/PMSF, junto con la
combinacién de inhibidores de proteasas Complete Mini-EDTA-free (Roche, Mannheim, Germany).
Tras 40 min. en hielo, se centrifuga 10 min. a 15000g. El sobrenadante se recoge y se mezcla con un

volumen de Dodecil sulfato sédico (SDS) y se hierve durante 3 min.

7.2.  Cuantificacion de la proteina

Para cuantificar la carga proteica de los extractos obtenidos a partir de células de sangre

periférica se siguio el método de Lowry (Lowry, 1951)

7.3.  Andlisis por inmunoblot de la proteina Btk

1. Las muestras se fraccionan por tamafio en un gel de poliacrilamida al 10% en
presencia de SDS y se transfieren a una membrana de nitrocelulosa (Protan.
Bioscience, Germany).

2. Posteriormente se bloquea la membrana con una solucion de PBS; pH7.4 al 5% de
leche desnatada durante una hora.

3. Se incuba con el anticuerpo primario anti-Btk (Mouse 1gG2a anti-human clone 53. BD
Biosciences) a una dilucién 1/250 durante una hora, y con el anticuerpo control anti-
beta-actina 1ng/ml (Monoclonal Antib-Actin Clone AC-15 (Sigma, St. Louis, MO)).

4. Se realizan lavados con PBS-Tween 0.05% 4 veces durante 10min.

5. Se descarta el liquido de lavado y se incuba con el anticuerpo secundario (goat anti-
mouse IgGs. Pierce) a una dilucion 1/20.000 durante una hora.

6. Se descarta el anticuerpo secundario y lava durante media hora con PBS-Tween
0.05%.

7. Serevela con ECL deteccion system (Amersham international, UK). La técnica se basa
en la deteccion de la quimioluminiscencia producida por la reaccidon de oxidacion del
luminol por la peroxidasa de rabano, conjugada al anticuerpo, en presencia de H0O, y
compuestos quimicos potenciadores como los fenoles. La reaccion emite luz a un
maximo de 428nm de longitud de onda. Se trata de mezclar volimenes iguales de los
dos reactivos y depositar un volumen que permita cubrir la membrana. Se deja

reaccionar durante un minuto.
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8.

8.

Pasado este tiempo se elimina el exceso de reactivo y se coloca en contacto con una
pelicula autoradiografica (AGFA, CURIX RP2), para obtener la imagen de la

inmunodeteccién.

Estudios genéticos

8.1.

Extraccién de DNA

El método de extracciéon de DNA se realizd con el kit Mammalian Genomic DNA Extraction Kit

de Camgen, el cual se basa en una modificacion del procedimiento “Salting out”.

© N o gk~ 0w Dd PR

9.

Resuspender el pellet de células en 300m de solucién GEN | (Buffer de lisis).

Afadir 200n de GEN Il (Buffer de lisis nuclear con 10% SDS) y vortear.

Afnadir 150n de GEN lll (Proteinasa K) y vortear.

Incubar 10 min. a temperatura ambiente.

Centrifugar durante 5 min. aproximadamente a 15700g.

Recoger el sobrenadante, afiadir 450 de isopropanol y mezclarlo.

Centrifugar 5 min. a 4°C a 15700g y descartar el sobrenadante.

Lavar el pellet de DNA con etanol al 70% frio y volver a centrifugar 5 min. a 4°C a
15700g.

Descartar el etanol restante y dejar secar al aire.

10.Resuspender con 120ni de agua.

11.Incubar toda la noche a 37°C o unas horas a 55°C.

También se ha utilizado el método de extraccion de DNA kit Mammalian Genomic DNA

Extraction Kit de Qiagen.
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1.

A 200m de sangre total, buffy coat o linfocitos en 200m de PBS, afiadimos 20m de proteinasa
K en el centro del tubo.

Afiadir 200m de buffer AL (vortex, 15 seg.)

Incubar a 56°C durante 10 min. en bloque seco.

Centrifugar a 15700g 1 min. a t.a. y afadir 200n de etanol (96-100%) al sobrenadante
(vortex, 15 seg.).

Aplicar cuidadosamente toda la mezcla sobre la columna Qiamp spin column).

6. Centrifugar a 5900g 1 min. y descartar lo que queda en el tubo.

Anadir 500m de buffer AW1 sobre la misma columna que estard en un tubo limpio, y
centrifugar a 5900g 1 min.
Afnadir 500nt de buffer AW2 y centrifugar 3 min. a 15700g.
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9. Descartar lo que se filtra de la columna y afiadir 200m de H,O previamente calentada a

56°C. Incubar una hora.

En ambos casos a continuacion mediremos la concentracion de DNA de la muestra en ng/ml y
el ratio OD,e0/OD3gg €n el espectrofotometro GeneQuant pro (Amershan Bioscience). La cantidad de
DNA obtenido se determina midiendo la densidad éptica (D.O.) a | 260 nm de una dilucién conocida
de DNA. Se considera que 1 ml de solucion con un valor de D.O.,¢0 = 1 es equivalente a 50 ng de
DNA de doble cadena (o bien a 40 ng de DNA de cadena sencilla). Se mide también la D.O. a | 280
nm, ya que la relacidn D.O. 5 /D.O. 250 €5 un criterio de pureza de los acidos nucleicos, de manera que

valores inferiores a 1.8 indican contaminacion proteica.

8.2. Extraccion de RNA

8.2.1. Método Ultraspec.

Se empled el Kit de extraccion de RNA, Ultraspec RNA isolation system (Biotecx) basado en la
utilizacién de una soluciéon de guanidina y urea que actlan como agentes desnaturalizantes
(Chomczynski et al. 1987). Consiste en homogeneizar las células o el tejido celular del cual se quiere
obtener el RNA en la solucion Ultraspec. El homogeneizado se separa en dos fases después de
afiadirle cloroformo. El RNA total se encuentra exclusivamente en la fase acuosa, mientras que el
DNA y las proteinas son extraidos en la fase organica y en la interfase. EI RNA total se precipita de la
fase acuosa mediante isopropanol, se lavan con alcohol, y se solubiliza con HO tratada con DEPC

(H,O DEPC). Se sigui6 el protocolo descrito en el kit:

1. Atemperar la solucién Ultraspec.
2. Homogeneizar las células utilizando una pipeta, en un eppendorf utilizando 1 ml de la

solucion Ultraspec RNA para 5-10 x 10° células e incubar 5 min. en hielo.

3. Anadir 200ni de cloroformo y agitar vigorosamente durante 15 segundos.

N

. Incubar 5 min. en hielo para permitir la completa disociacion de los complejos
nlcleoproteicos.

5. Centrifugar 15 min. a 4 °C a 12000g.

6. Recoger la fase acuosa que contiene el RNA y pasarla a un tubo eppendorf.

7. Afadir el mismo volumen de isopropanol que fase acuosa recogida.

8. Dejar incubar toda la noche a —20°C para permitir la precipitacién del RNA.

9. Centrifugar durante 10 min. a 120009 4 °C.

10. Eliminar el sobrenadante y lavar dos veces utilizando 1 ml de etanol 75%, centrifugar a

75009 durante 5 min. a 4° C. En el dltimo lavado intentar eliminar el maximo posible de

etanol.
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11. Dejar secar el sedimento de RNA hasta la completa evaporacién de alcohol.

12. Resuspender el sedimento de RNA con 50m de agua DEPC y cuantificar el RNA

purificado a una longitud de onda de 260 nm en un espectrofotémetro.

Para calcular la cantidad de RNA gue obtenemos utilizando la siguiente féormula:

8.2.2.

ng/ml= Absorbancia a 260 nm. x 40 x factor de dilucién

Kit de Extraccién "Total RNA Isolation".

Ademas se utilizo el kit de extraccion de RNA "Total RNA Isolation" de Macherey-Nagel. Uno

de los méas importantes aspectos en la extraccion de RNA es prevenir la degradacion del RNA

durante el procedimiento. Este Kit nos permite eliminar estos riesgos por la gran cantidad de iones

caotropicos, por la inhibicion de RNAsas y la presencia de Dnasa que eliminan el DNA contaminante.

Se realiz6 segun el siguiente procedimiento:

1.
2.
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Se parte de una suspensién celular de 5 x 10° gue se centrifuga.

Se afiaden 350 ni de Buffer RAL1 y 3.5m de b-mercaptoetanol al pellet celular y se
vortea vigorosamente.

Para reducir la viscosidad el lisado se filtra en las columnas NucleoSpinO Filter units.
Se deposita el contenido del tubo anterior en la columna y se centrifuga durante 1 min.
a 11000g.

Descartar la columna NucleoSpinO Filter unit, y afiadir al 350m de etanol 70% al lisado
homogeneizado y mezclar mediante vortex.

Colocar una columna NucleoSpinO RNA 1l en un tubo de dos ml y afadir el lisado.
Centrifugar 30 seg. a 8000g. Pasar la columna a un tubo limpio.

Anadir 350nt de MDB (Buffer desalador de membrana) y centrifugarlo 1 min. a 11000g
para secar la membrana.

Digerir el DNA. Para ello se prepara la mezcla de reaccién de la DNAsa en un tubo
nuevo, afiadiendo 10m de DNAsa | reconstituida a 90m de Buffer de reaccién de
DNAsa. Afadir 95m de mezcla de reaccion de la DNAsa en el centro de la membrana
de silica de la columna e incubarlo a t.a. durante 15 min.

A continuacion se realizan tres lavados, el primero consiste en afiadir 200m de buffer
RA2 en la columna y centrifugarlo 30 segundos a 8000g. Pasar la columna a un tubo
nuevo. Para el segundo lavado se afiaden 600m de buffer RA3 a la columna y se
centrifuga 30 seg. a 8000g. Pasar la columna a un tubo nuevo y realizar el Ultimo
lavado afadiendo 250n de buffer RA3 en la columna y centrifugar 2 min. a 11000g.
Eluir el RNA en 60m de H,O (libre de RNAsa) y centrifugar 1 min. a 11000g.

Todo el proceso se realiza a t.a.
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8.3.  Amplificacién de secuencias

La temperatura de hibridacién se calcul6 segun la siguiente formula:
Temperatura de hibridacion = Temperatura de fusion — 5°C. Siendo la temperatura de fusién la
siguiente: Temperatura de fusion = 2 x (A+T)+ 4 x (G+C) [A,T,G,C: bases de la secuencia]

Las condiciones generales de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fueron las siguientes:

Buffer 10x 5m
dNTPs 10x 5n
MgCl, 50 mM 2.5m

Oligonucleétido —F 4
Oligonucleétido -R 4

H,O 27m
DNA 2.5m
Tag-polimerasa 0.4m

A continuacion se muestra la tabla con los diferentes oligonucleétidos utilizados para la

amplificacién de secuencias genémicas de DNA.

Nombre Primer
BTK-ex4-FW 5-TGCATCAACCAATAACCATTTTT-3'
BTK-ex4-RE 5'-TTACAGGGGCCTTTCAAGATTTG-3'
CGD-I1-FWD 5-TGC AAT CCA GGA CAA CCG CAA-3'
CGD-I2R-RE 5-TGG AAC TCG TAG ATC TCG-3'
CGD-I2RB-R 5-CTT CCC AAA GGG TGG AGC T-3'
IgG1-JF 5'-AACTCACACATGCCCACCGT-3'
1gG1-JR 5-GCCCGGGAAGTATGTACAGG-3'
19G2-JF 5-GCAAATGTTGTGTCGAGTGC-3'
1gG2-JR 5-GCCTGGGAAGTATGTACACG-3'
AID-F 5-ACCTCGTTTTGAAGCCAT-3'
AID-R 5-CTGTTTTTTATCCACTGTC-3'
CD95-Ex9-F 5-AAA TAA ACA TGG TTT TCA CTA ATG GG-3'
CD95-Ex9-R 5-ACA AAT ATG TTG GCT CTT CAG CGC-3'
CD95-Ex2-F 5-CAATTTTGGGTGGGTTACACTGGT-3'
CD95-Ex2-R 5-TTCTCATTTCAGAGGTGCATGTCA-3'
FAS-EX7-FW 5-GCA TTC TAC AAG GCT GAG A-3'
FAS-EX7-RE 5'-CTG CAG TGA GCC ATG ATT-3'
FAS-EX8-FW 5-ACT TCT TTC TGA ATT AAG GA-3'
FAS-EX8-RE 5-GCA GGT AGA ATT GTA TGA GA-3'
TCA-F 5'-ACGCCTTCAACAACAGCATTAT-3'
TCA-R 5-AGGGAGCAGGCTGTCTTA-3'
CD4-S-F 5-TTGCAAGGCTCTGAGTTTGA-3'
CD4-S-R 5-GGAGAGAGAGACCTGGAGCA-3'

Tabla M.4. Oligonucledétidos utilizados para amplificacién y secuenciacién.
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8.4. Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA utilizamos el kit Super Script Ill First Strand Syntesis for RT-PCR de
Invitrogen. A partir de un primer reverse especifico se elabora una copia de cDNA utilizando como
molde el MRNA. Una vez obtenido el hibrido, se afiade RNAsa-H para degradar el RNA, quedando la

cadena sencilla de cDNA. Se realiz6 el siguiente procedimiento:

RNA 2

H,O 6 5 min. a 65°C
Oligonucleétido R im

dNTPs i

Volumen final 10m

Mantener un minuto en hielo y preparar la siguiente mezcla:

Buffer RT 2m

MgCl, 4am 50 min. a 50°C
DTT 2m 5 min. a 85°C
RNAsaOUT i

Super Script Il RT im

Volumen final 10m

Tras la reaccion se afilade 1Imi RNAsa-H 37°C 20 min.

8.4.1. Amplificacién de cDNA

Se amplificé el cDNA utilizando el kit CERTAMP, (Biotools), que ademas de ser especifico para
amplificaciones largas, contiene una combinacién de enzimas polimerasa proof-reading y no proof-
reading que permiten mejorar el rendimiento de la reaccion.

Se sigui6 el siguiente esquema de amplificacion:

CERTAMP Enzyme Mix 1puL
CERTAMP Buffer 10X 2,5 puL
MgCl,; 50 mM 1L
dNTPs 50 mM 2,5 L
Oligonucleotidos 5 pM 3L

cDNA variable
H,O hasta 25 L
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Nombre Primer
CD40LcDNA-FWD 5-GCC AGA AGA TAC CAT TTC AAC-3'
CD40LcDNA-REV 5-CCG CTG TGC TGT ATT ATG AA-3'

cDNA FAS-F 5-GGG AAG CGG TTT ACG AGT GA-3
cDNA FAS-R 5-TGG GGT TAG CCT GTG GAT AGA C-3'
cDNA FASL-F 5-TGACTCACCAGCTGCCATGCAG-3'
cDNA FASL-R 5'-GGAAAGAATCCCAAAGTGCTTCTC-3'

Tabla M.5. Oligonucleétidos utilizados para amplificaciéon de cDNA

8.5.  Deteccién del DNA amplificado

Para determinar si el DNA fue amplificado por la PCR, lo visualizaremos en un gel seguido de
electroforesis. El DNA esta cargado negativamente debido a sus grupos fosfato y migrara en un
campo eléctrico hacia el polo positivo. El lugar de migracién vendra determinado por el tamafio del
fragmento de DNA, moviéndose los fragmentos pequefios méas rapido que los grandes. Para conocer
el tamafio de los fragmentos utilizaremos el marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder
(GibcoBRL).

Preparacién de un gel de agarosa al 1.5%:

a. Disolvemos 3g de agarosa (Seakem LE Agarosa de Iberlabo) en 200ml de Buffer
TBE 1X. (TBE10X: 108g Tris Base, 55g de acido bdrico, 20mL de 0,5M EDTA, hasta
un litro de H,O destilada).

b. Lo calentamos en un microondas hasta su ebullicién

c. Anadimos 8ni de Bromuro de Etidio (EtBr) (0,05ng/ml) y lo mezclamos.

d. Se vierte en el soporte previamente montado, dejandolo solidificar.
Electroforesis:

a. Llenar el tanque de electroforesis con Buffer TBE 1X.
Después de sumergir el gel dentro del Buffer TBE 1X y quitar los peines, cargar en
cada pocillo la cantidad indicada de producto amplificado, paralelamente a un
marcador de peso molecular.
Condiciones de electroforesis: 200 voltios, 15 min.

d. Sacar el gel del buffer y tomar una foto en un trans-iluminador ultravioleta ( = 302

nm.).
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8.6. Enzimas de restriccion.

Utilizamos enzima de restriccion Ssp-B1 para poner de manifiesto la mutacion en el gen NCF1

(deleciéon homocigota del dinucledtico GT en exdn 2). A continuacién se detallan las condiciones de

digestion:
DNA 1ny
Buffer B 10X 2,5mL
H20 destilada hasta 25nL
Enzimas SspBlI, 1 unidad
Taql
8.7. Secuenciacién de un producto de PCR

Se purificaron productos de PCR por método EXOSAP-IT de Amersham Biosciences, el cual se
basa en la actividad exonucleasa que convierte las cadenas sencillas (los primers) en nucleétidos
sueltos y en la actividad fosfatasa alcalina que elimina los grupos fosfato de los nucleétidos sueltos

impidiendo una incorporacion posterior.

Anadir 2m_. de EXOSAP-IT a 5nL del producto de PCR.
Incubar 15 min. a 37°C para que actlen las enzimas.

Incubar 15 min. a 80°C para inactivar dichas enzimas.

A W N P

Mantener a 4°C o congelar.

Una vez que los productos de PCR han sido purificados se lleva a cabo la reaccion de
secuencia en la que se incorporan nucleétidos marcados con diferentes fluorocromos. La lectura es
posible debido al marcaje fluorescente de los nucledtidos y a que no tienen extremo 3’OH libre, lo que
impide que se incorporen mas subunidades en este extremo. El kit de secuencia utilizado fue Big

Dye-v2 (Amersham Biosciences). Se sigui6 el siguiente procedimiento:

5 Mezclar en un tubo de PCR, para cada muestra:

Big Dye v-2 8 nL
Oligonucledtido 0,5n
Buffer 5X 4m
H,O 3,5
Producto PCR purificado 3,5n
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Introducir los tubos en el termociclador y aplicar el siguiente programa:

96°C 10 seg.
96°C 10 seg.
50°C 10 seg.
60°C 2 min. Volver al paso 2, 34 veces.

Posteriormente eliminar los restos de primer y de nucle6tidos sueltos. Para lo cual utilizamos dos

sistemas diferentes: la purificacién en columna por exclusién molecular y la precipitacion con

acetato/etanol.

Para la purificacion de productos de PCR en columna se llevé a cabo con las columnas AutoSeq G-

50 (Amersham Biosciences), las cuales retienen las moléculas de pequefio tamafio en la resina

sepharose y eliminan oligonucleétidos que no se hayan incorporado (£ 32-mers).

Procedimiento:

1.

Se vortea la columna para homogeneizarla en el tampén TE (10mL de Tris-HCL (pH

8.0), 400mL de EDTA 0.25M en 990mL de H,O destilada).
Centrifugarlas 1 min. a 2300g.

3. Pasar las columnas a eppendorfs rotulados y aplicar la muestra en el centro de la

resina.
Centrifugar 1 min. a 2300g para que las moléculas mas grandes pasen por fuera de la
resina y las mas pequefias queden retenidas en ella.

Liofilizar las muestras y guardarlas congeladas y en oscuridad.

Para la purificacion por precipitacion con acetato/etanol se siguié el protocolo convencional:

1
2
3
4
5
6
7
8
9

Afadir al producto de secuenciacién 1nt de NaOAc 3My 1 ni de EDTA 125mM.
Centrifugar 10 seg. a maxima velocidad.

Afadir 25n de etanol al 100% frio. Vortear.

Centrifugar 30 min. a 10000 r.p.m. en frio.

Descartar el sobrenadante.

Afnadir 500ni de etanol al 80%. Guardar a —20°C hasta justo antes de secuenciarlas.
Llegado ese momento, centrifugar 10 min. a maxima velocidad en frio.

Descartar el sobrenadante y dejar secar el pellet.

Guardar las muestras en el congelador

Se utilizé el secuenciador ABI PRISMa 3100 @pplied Biosystems, CA), previamente las muestras

fueron procesadas del siguiente modo:

10
11
12

Afadir 15 m de formamida a cada muestra y vortear.
Incubar durante 2-3 min. en un bafio seco a 95°C.

Cargar las muestras en una placa de 96 pocillos.
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8.8. Estudio de circulos de reordenamiento del TCR (TRECS)

Para cuantificar la concentracion de TRECS por célula en PBMCs, utilizamos un ensayo de
PCR a tiempo real que se realiz6 en un termociclador espectrofluorométrico (ABI PRISM 7000;
Applied Biosystems, CA).

Las condiciones fueron las siguientes:

2 min. 50°C
10 min. 95°C
15 seg. 95°C 50 ciclos
1 min. 60°C

Las secuencias de oligonucleétidos de PCR utilizadas son las siguientes,

Forward 5'-CACATCCCTTTCAACCATGCT- 3’
Reverse 5'-GCCAGCTGCAGGGTTTAGG-3’

También se utilizaron los siguientes oligonucleétidos conjugados 5-ACACCT
TGGTTTTTGTAAAGGTGCCCACT-3' conjugado con el fluor6foro FAM (6-carboxyfluoresceina) en el
extremo 5 y con TAMRA (6-carboxytetramethilrhodamina) en el extremo 3. Como se describe en

(McFarland et al. 2000). Cada reaccion contiene 50ni de la siguiente mezcla:

25 mt Tagman Universal PCR Master Mix (PE Applied Biosystems, CA)
250 nM por cada TREC primer

160 nM TREC primer

5 m de muestra de DNA

Se realizaron diluciones seriadas de 38500 a 10 copias de un plasmido de DNA que contenia
un fragmento de TREC en pGEM T Easy Vector Promega), y se midieron en cuadriplicado para
cuantificar los TRECs en cada muestra. Los resultados se expresan como copias de TRECs/ millén

de células.

8.9. Estudio de la clonalidad del TCR.

Las expansiones monoclonales de poblaciones linfoides pueden ponerse de manifiesto por la
presencia de genes simples funcionales del TCR o de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas,
comparado con el patron heterogéneo de los diferentes reordenamientos encontrados en poblaciones
de células. Las poblaciones clonales T son identificadas por el andlisis de los genes de los loci TCRg
y TCRb.

Los reordenamientos clonales son detectados por un sistema fluorescente multiplex con el los

kits BIOMED2- IdentiClone™ TCRb y TCRg Clonality Assay (nVivo Scribe Technologies —California,
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USA). Posteriormente los productos de PCR fueron analizados usando el secuenciador ABI 310™
DNA sequencer.

El estudio de las diferentes familias de genes Wb fue realizado en el Institut National de la
Santé et de la Rescherche Médicle (I.N.S.E.R.M.) por el grupo del Dr. Soulillou, el procedimiento se

realizé segun (Guillet et al. 2002).

9. Estudio citogenético mediante cariotipo espectral (SKY)

El analisis citogenético mediante cariotipo multicolor espectral (SKY) ha sido realizado por el
grupo de citogenético molecular del Dr. Cigudosa del Centro nacional de investigaciones oncolégicas

(CNIO). El procedimiento se realizé segun (Cigudosa et al. 2003).

10. Analisis estadistico

Los resultados del analisis de proliferacion celular y apoptosis se muestran como la media +/-
desviacion estandar de tres experimentos distintos realizados para cada una de las muestras
estudiadas. Para todos los estudios de comparacion entre variable cuantitativas ha sido aplicado el
test de la t de student. En todos los casos, se ha considerado como estadisticamente significativo un
valor de p<0.05. Los datos estadisticos han sido analizados usando el software SPSS for windows
Release 10.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).
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Tabla M.1. Valores de referencia de poblaciones linfocitarias e inmunoglobulinas segun la edad.
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RESULTADOS
1. Enfermedad granulomatosa crénica

1.1. Descripcion del caso clinico

Describimos el caso de una mujer caucésica que debutd con infecciones de repeticion por
microorganismos catalasa positivo durante el periodo neonatal. Hija de padres no consanguineos
pero con el mismo origen geografico, la cual tiene una hermana sana.

A lo largo de la infancia sufrié repetidamente aftas orales. Con 6 afios presenté una adenopatia
submandibular izquierda, linfoadenitis que evolucioné a granuloma con abcesos cutaneos no
supurados por Serratia liquefaciens los cuales se desbridaron y fueron tratados con antibiéticos. A los
11 afios present6 nodulos cutaneos exudativos con cultivo positivo para S. liquefaciens que producen
cicatrices cutaneas. Entre los 11 y 17 afios sufri6 foliculitis, adenitis e infecciones respiratorias que se
trataron con antibiéticos orales (amoxicilina y clavulanico), aislandose finalmente Staphilococous
coagulasa negativo como organismo responsable. A los 18 afios presenta tos persistente con
Mantoux positivo. A los 23 afios presentd una tuberculosis pulmonar por Mycobacterium tuberculosis
que fue tratada con triple terapia tuberculostatica. En la actualidad la paciente se encuentra
asintomatica. Por el tipo de infecciones de repeticién y la edad de debut de las mismas se sospeché

el diagnéstico de enfermedad granulomatosa crénica.

1.2. Parametros inmunolégicos

Se estudiaron las poblaciones linfocitarias de la paciente y su familia mediante citometria de
flujo, las cuales se detallan en la Tabla 1.1. Cabe llamar la atencién en la disminuciéon del nimero
absoluto de células T CD4 positivas en la paciente, observacion ya descrita en pacientes con EGC
(Heltzer, Jawad 2002).

PACIENTE PADRE MADRE HERMANA
LEUCOCITOS 7700 % 6300 % 6710 % 6620 %
/mm3

Neutréfilos 5210 67,2 3160 31,6 3008 46 3270 50
Eosinofilos 70 0,9 70 1,1 270 4 120 1,8
Basoéfilos 10 0.1 30 0,5 10 0,1 30 0,5
Monocitos 530 6,8 570 9 640 9,5 630 9,5
Linfocitos 1940 25 2470 39,2 2710 40,4 2570 38,8
T 1455 75 1606 65 2168 80 2056 80

CD4 698 36 1112 45 1301 48 1208 47

CcD8 718 37 445 18 813 30 771 30

B 330 17 395 16 298 11 154 6

NK 39 2 173 7 54 2 *kx <1

Tabla 1.1. Recuento leucocitario y linfocitario. Tabla en la que se muestra en nimeros absolutos
y porcentaje las poblaciones celulares de sangre periférica de todos los componentes de
la familia afectada de EGC. Valores de referencia en la Tabla M1.
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El andlisis de parametros inmunoldgicos mostrd la dosificacion de inmunoglobulinas y una
capacidad funcional del sistema del complemento dentro de los limites normales. No se observaron

auto-anticuerpos mediante inmunofluorescencia indirecta.

1.3.  Resultado de la prueba funcional (NBT)

Aungue el diagnostico de la EGC se sospecha usualmente primero por la presencia de
infecciones de importancia, el diagnoéstico definitivo se efectlia analizando la funcién metabdlica y la
capacidad bactericida de las células fagociticas del paciente.

Realizamos una modificacion del método clasico de diagnéstico de EGC, el test del nitroazul de
tetrazolio (NBT) para determinar cuantitativamente la actividad respiratoria de los leucocitos de la
paciente, y su familia y con ello conocer los posibles defectos en el enzima NADPH-oxidasa
responsable de la formacion de productos oxidantes. En este caso se utiliza dihidro-rodamina que al
ser reducida por la accién de la NADPH-oxidasa de los neutrdfilos, tras ser expuesta a diferentes
estimulos, se convierte en una sustancia fluorescente, facilmente detectable mediante citometria de
flujo. Las células de la paciente, de sus padres y de su hermana fueron estimuladas con E. coli
opsonizado y con ésteres de forbol (PMA). Se seleccionaron los granulocitos en el histograma de
morfologia y tamafio (FS:SS) y posteriormente se cuantificd la produccién de anién superodxido
mediante la cantidad de fluorescencia emitida por las células en cada una de las muestras.

La capacidad oxidativa de NBT en granulocitos estimulados con PMA y con E. coli se encontré
severamente disminuida en la paciente Figura 1.1.), ya que se observa la falta de produccion de

superodxido por parte de sus fagocitos.

E. COLI

] pAciENTE
PADRE

=] MADRE

k] HERMANA

Figura 1.1. Cuantificacién de la actividad NAPH-oxidasa por citometria de flujo. La reduccién de
NBT en granulocitos estimulados con PMA 'y E. coli se encontré ausente en la paciente y
fue normal en los padres y la hermana.

Los fagocitos de los padres y la hermana de la paciente mostraron una capacidad bactericida

del 90% frente a la estimulaciéon con E. coli y a PMA. La respuesta frente a E. coli y PMA de las
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células del padre y de la madre muestran una media de intensidad de fluorescencia mayor que las de

la hija sana.

1.4. Estudio genético

Una vez diagnosticada la enfermedad mediante la prueba funcional NBT abordamos el estudio
genético de la paciente y su familia. Al tratarse de una mujer se descartaron las mutaciones en la
subunidad gp91-phox, por estar su herencia ligada al cromosoma X, y sélo afectar a varones.

Aproximadamente el 70% de los casos con herencia autosdmica recesiva resultan de
mutaciones en el gen NCF1, que codifica para la subunidad p47-phox de la NADPH-oxidasa. El
defecto genético mas comunmente descrito en este gen es la delecién del dinucleétido GT, dentro de
la repeticion GTGT al comienzo del exén 2, la cual origina un desplazamiento en la pauta de lectura
que finalmente genera un codon stop en el aminoacido nimero 51.

Como se ha descrito en la introduccion, este gen (NCF1l) posee dos copias altamente
homélogas (y NCF1). Los pseudogenes son genes no funcionales, originados por la duplicacién de un
gen, cuya copia se vuelve no funcional por las mutaciones sufridas en su secuencia. El gen p47-phox
y sus pseudogenes han sido localizados en la misma banda cromosdmica que corresponde a 7q11.
La homologia entre sus secuencias es del 97.5%, siendo una de las diferencias con el gen la delecidn

del dinucledtido GT al comienzo del exén 2.

Ex6n 2 Intrén 2
11 &TGT single 20 bp
Gen p47phox — —p L | oo
AGT 2 x ) bp
Pseudogen p47phox | —_——
= £

I i
gGT|/GTACATG

cCA CATGITAC
Ssp Bl

Figura 1.2. Esquema del gen NCF1 y su pseudogen, detalle de la delecién del dinucleétido
GTGT. En recuadro rojo localizacién del primers de amplificacién para secuencia, y en
letras rojas primers de amplificacion para el fragmento que posteriormente se digiere con
el enzima Ssp-Bl. La digestion se produce solo en presencia de algun alelo salvaje
(GTGT).

Para el estudio genético se utiliz6 DNA gendmico de la paciente y su familia, asi como de DS.
Amplificamos el exén 2 del gen NCF1 usando los oligonucleétidos 2LB y 2RB los cuales amplifican

tanto el gen como el pseudogen presente tanto en la paciente como en los controles (Figura 1.2.). Al
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secuenciar los productos con los primers I1 y I2R observamos la imposibilidad de distinguir el gen de
los pseudogenes en las muestras que sospechdbamos heterocigotas, no asi en la paciente que era
clara por ser homocigota, por portar la delecion en todas las copias del gen. Los donantes sanos y los
portadores de la delecion presentan dos secuencias diferentes, la que corresponde a los
pseudogenes (--GT) y la que corresponde al gen (GTGT), las cuales se superponen a partir del
dinucledétido (GTGT). En cambio, en ambos alelos de la paciente encontramos la delecién (--GT), por
lo que la secuencia es homocigota, como se muestra en la Figura 1.3. Por lo cual, para el
reconocimiento preciso de la presencia de la alteracion genética seria necesario separar el gen p47-
phox del pseudogen y estudiar estas secuencias de manera individual, lo cual permitiria la deteccion

de portadores de dicho defecto.

dominios

exones |1 2 -13H4 15617819 |110—11|

GTG TAC ATG TTC CTG GTG AAA TGG CAG GAC CTG TCG GAG AAG GTG GTC

VvV YMFLVKWOQDIL S E KVYV

Sec. nativa

Paciente

LT T e T
o
-

Hermana

Intrén 1 Exén 2

Figura 1.3. Andlisis de la secuencia del gen NCF1. Esquema de los dominios de la proteina p47-
phox y de los exones que codifican cada uno de ellos. Detalle de la secuencia del exén 2
de lasubunidad p47-phox de la NADPH-oxidasa de la paciente, de un donante sano y de
la hermana. Tanto en la secuencia del donante sano como en la de la hermana a partir
del primer dinucleétido GT se superponen la secuencia del gen y del pseudogen. En la
paciente se observa la delecion (GT), lo que genera una secuencia idéntica a la del
pseudogen, mientras que en el donante sano se aprecia una doble secuencia en este
mismo exon, lo cual se debe a la presencia del pseudogen (GT) superpuesto al gen
normal.
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Aprovechamos la capacidad que tiene la enzima de restriccion Ssp-Bl para digerir en la diana
T/GTACA vy asi poder distinguir entre las muestras que tenian la delecion GT y las que tienen la
secuencia normal. Amplificamos con los oligonucleétidos 11 e I12R, obteniendo dos productos, un
producto de 218bp correspondiente al exén 2 del gen y otro de 216bp correspondiente a la misma
secuencia pero del pseudogen.

La falta del dinucleétido GTGT impide el corte del enzima de restriccion Ssp-Bl por lo que en la
paciente solo se observa una banda de 216bp. En cambio, en el resto de muestras de la familia y de
donantes sanos, tras la digestién con el enzima de restriccion Ssp-Bl se obtienen dos fragmentos,
uno de 138bp, otro de 80bp y el correspondiente a la banda sin digerir de aproximadamente 216bp.
De esta forma demostramos que la paciente posee esta delecién al comienzo del exén 2 del gen
NCF1. Las diferentes intensidades de la banda sin digerir no nos permiten distinguir entre

heterocigotos y donantes sanos, como se observa en la Figura 1.4.

138 bp
80 bp

Figura 1.4. Digestion del producto de PCR correspondiente al exén 2 del gen NCF1 con el
enzima de restriccion SSP-B1. En las muestras que tiene la secuencia nativa la
digestion genera dos productos uno de 138bp y otro de 80bp. El pseudogen no se digiere
por lo que en todas las muestras existe la presencia de una banda superior de 216bp. P.
paciente, 1. madre, 2. padre, 3. hermana, C+ control positivo, C- producto sin digerir.
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2. Agammaglobulinemia ligada al X (XLA)

2.1. Caso clinico

Varén caucasico primer hijo de una familia sin antecedentes, que ingresé a los 8 meses de
edad con un cuadro de neumonia, durante el curso de la cual se detectdé neutropenia posiblemente
post-infecciosa y transitoria. La exploracidon fisica fue normal. Se mantuvo bajo aislamiento
respiratorio y antibioticoterapia.

Ante la sospecha clinica de inmunodeficiencia primaria humoral consecuencia del estudio de
parametros inmunolégicos, se realiz6 tratamiento con gammaglobulina endovenosa a dosis
300mg/Kg. El paciente es vacunado segin su edad y se consulta cada mes para tratamiento,

aumentando la dosis segun su desarrollo.

2.2. Parametros inmunolégicos

Se estudiaron las poblaciones linfocitarias en sangre periférica mediante citometria de flujo,
observandose una casi completa ausencia de células B @prox 0.1%). Se analizaron los marcadores
caracteristicos de los linfocitos B maduros (CD19 y CD20) mediante anticuerpos marcados con
fluorocromos. Las subpoblaciones de linfocitos T CD3 CD4, CD8 y células NK se encontraron dentro

de los rangos de normalidad tanto en el paciente y en la madre como se observa en la Figura 2.1.

86.2% 120.4% | 0.1%
W I ) - - ™
i : i g:' i -
«  unk 1% a ‘ 772% | @ . o 13.3%
8 o 0.1% 3) () 3) . 3.3%
CD20 CD4 CD56

Figura 2.1. Analisis de las poblaciones linfocitarias del paciente mediante citometria de flujo.
En el primer histograma se muestra la distribucién de poblaciones T y B, solo el 0,1% de
células se tifien con anti-CD20. En el segundo histograma se muestran las poblaciones
CD4 y CD8. En el tercer histograma se observa que solo un 0,1% de linfocitos se tifien
con anti-CD19.

Se realiz6 un mielograma observandose una celularidad normal, hemopoyesis polimorfa, y la

serie granulopoyética neutréfila sin anomalias valorables con una correcta maduracion. También se

observé ausencia de las células plasmaticas. El estudio inmunofenotipico realizado por
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inmunofluorescencia directa en leucoblastos de médula dsea, mostré la ausencia de linfocitos B
maduros.

Los problemas clinicos (infecciones pidgenas) que aparecen en nifios varones entre 6 y 10
meses, que hasta esa edad estdn protegidos por la IgG materna, hace que los niveles de
inmunoglobulinas sea uno de los primeros parametros a evaluar (Ochs et al. 1996). La concentracion
de IgG total en suero se encontrd por debajo de 68 mg/dl y el resto de los isotipos analizados IgM,
IgA, e IgE, mostraron niveles extremadamente bajos o indetectables. Los niveles de inmunoglobulinas
en la madre se encontraron dentro de los rangos normales. Se estudié la concentracién de las
distintas subclases de IgG mediante inmunodifusion radial encontrdndose indetectables, a excepcion
de la subclase 1IgG1 que se cuantificé en 0,49mg/ml y se muestra a continuacion en la Tabla 2.1.

Posteriormente se determinaron los niveles seroldgicos de anticuerpos frente a diferentes
patégenos, encontrando la serologia negativa excepto para el virus de la rubeola IgG (+) y el
citomegalovirus (CMV) IgG (+). No presentd anticuerpos anti-granulocitos, ni anti-neutréfilos y el test
de Coombs fue negativo. No se encontraron isohematoglutininas @nti-B), siendo el paciente del

grupo sanguineo A+.

Rango normal Rango normal

Paciente (5-9 meses) Madre (edad adulta)
Inmunoglobulinas
IgG (mg/dl) 68 (292-816) 1100 (630-1775)
IgA (mg/dl) <7 (27-73) 124 (106-668)
IgM (mg/dI) 20 (12-124) 178 (37-154)
IgE (Ul/ml) 15 (3-56) ND (3-56)
IgG1 (mg/ml) 0,49 ND (3,6-9,4)
IgG2 (mg/ml)  indetectable ND (1,7-55)
IgG3 (mg/ml)  indetectable ND (0,3-12)
IgG4 (mg/ml)  indetectable ND (0,6-12)
Poblaciones linfocitarias
Linfocitos
absolutos/mm’ 8750 6000 ND 1800
T CD3+ (%) 82,5 66 76,8 72
CD4+ (%) 63 45 57 44
CD8+ (%) 17 18 18 24
B CD19+ (%) <1 3 15 12
NK CD56+ (%) 16 5 10 13

Tabla 2.1. Dosificacion de inmunoglobulinas y distribucién de las poblaciones linfocitarias en
el paciente con XLA y en su madre. Tras el ingreso del paciente se evidencié una
disminucién de todos los isotipos de inmunoglobulinas y la ausencia de células B en
sangre periférica en el paciente, en su madre todos los parametros se encontraban dentro
de la normalidad. ND. No determinado.
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2.3.  Estudio de la expresién de Btk mediante citometria de flujo

La proteina Btk se expresa en todos los linajes hematopoyéticos excepto en las células
plasmaticas y en los linfocitos T. El hecho de que células mieloides y mastocitos expresen proteinas
de la superfamilia de Btk adicionales como Tecll e ltk, pudiera explicar por qué estas células no se
encuentran ausentes en pacientes con XLA (Futatani et al. 1998).

I:I control
El madre
E paciente

Btk

Figura 2.2. Analisis de la proteina Btk mediante tincion intracelular en PBMC. Mediante
citometria de flujo se evalu6 la expresion de Btk en PBMC en el paciente, que muestra
una completa ausencia de la proteina y en su madre, cuyas células expresan Btk con
normalidad.

Esta caracteristica permite estudiar la presencia de la proteina mediante citometria de flujo en
los tipos celulares presentes en estos pacientes, ya que carecen de células B. Por lo cual, realizamos
la aproximacion mediante el estudio de la expresién de Btk con una tincion intracelular en monocitos
del paciente, de su madre y de controles sanos. Se marcaron primero con anti-CD14 conjugado con
PE, posteriormente se fijaron, permeabilizaron y tifileron con anti-Btk seguido de un anticuerpo
secundario. El andlisis por citometria de flujo mostré la expresion conservada de la proteina tanto en
células B como en monocitos de la madre y de donantes sanos (DS). Mientras que la ausencia de la

proteina Btk en los monocitos del paciente es completa, como se muestra en la Figura 2.2.

2.4. Estudio de la proteina Btk mediante métodos bioquimicos

El estudio bioquimico de la expresién de la proteina Btk se realiz6 en lisados de células
mononucleares del paciente, de su madre y de DS. Posteriormente se separaron las proteinas en
condiciones reductoras SDS-PAGE, y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La
membrana fue bloqueada e incubada con anti-Btk y anti-actina como control de carga, posteriormente
se lavl y se incubd con el anticuerpo secundario. Se obtuvo la sefial por sistema de deteccion de
quimioluminiscencia. El resultado puso de manifiesto la falta total de expresién de la proteina en el
paciente, y una expresion disminuida en la madre respecto a los controles como se aprecia en la

Figura 2.3.
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Donante
Madre Paciente LLC sano

Figura 2.3. Analisis de la expresion de Btk. Western blot realizado para la deteccion de proteina
Btk de peso molecular 77Kd en lisados celulares de muestras de la madre, del paciente,
de una leucemia linfocitica crénica (LLC) y de un DS.

2.5. Estudio genético

Mediante técnicas de PCR y posterior secuenciacién se estudid el gen de la Btk (Vorechovsky
et al. 1995). Se encontrd una transicion homocigota en el paciente y heterocigota en su madre de una
C por una T en la posicién 439 del exén 4 (C® 439T), que da lugar a una parada en la pauta de
lectura en el residuo GIn-103-STOP (Q103X) y por tanto una proteina truncada responsable de la

agammaglobulinemia en este paciente.

eones[Hll (B [ O NS (7 (=] [ 0] ][] [&]

Q CAG X
TAG T CAG
|
| | |
i | |
I I 1 1| i
| 1 L | i
] i 1 1 i
| ' i1 |
I | 111 R II
L | | 1’ 1¥] 1 1 ! | |
I LY o TH ".LI F I "I!' '.-!I
Sec. nativa Madre Paciente

Figura 2.4. Analisis de la secuencia del exén 4 de la Btk. Esquema de los dominios y exones de
Btk. En la secuencia del exén 4 se indican en rojo las mutaciones descritas hasta la fecha.
En la parte inferior de la figura se muestran los electroferogramas de la secuencia del

exon 4 del gen de la Btk en un control, en la madre del paciente, en heterocigosis y en el
paciente con la mutacion C439T.
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La madre tiene la mutacion en heterocigosis, por lo que es portadora de la enfermedad, como

se observa en la Figura 2.4. El exén 4 tiene 69bp y es uno de los exones que codifica para el dominio

PH de la Btk. La recomendacién (consejo genético) fue la seleccién de sexo para futuros embarazos.
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3. Sindrome de Hiper-lgM no ligado al X

3.1. Descripcion de los casos clinicos

Caso P1:

Varén caucasico de 45 afios, que ingres6 en nuestro hospital en 1998 con una grave
gastroenteritis por Yersinia sp. Refiere escasos antecedentes de infecciones, resaltando sinusitis de
repeticion en la infancia que requirieron tratamiento quirdrgico. Sin embargo, un analisis mas
cuidadoso mostré bronquiectasias cilindricas basales bilaterales, lo que sugirid infecciones
respiratorias previas y de cierta entidad. Recientemente aparecen noédulos subcutdneos en ambos
pulgares y artropatia de cadera de la que fue intervenido para implante de proétesis. El paciente
presenta una facies peculiar por lo que se realizé un cariotipo constitucional no hallandose
alteraciones aparentes. El andlisis del fenotipo en médula ésea fue normal, encontrdndose
precursores de células B. Se inici6 tratamiento con IVIGs en el afio 2000 que fue suspendido por

reacciones adversas al mismo. El paciente se encuentra practicamente asintomatico.
Caso P2:

Mujer caucasica de 13 afios de edad que tras un antecedente de encefalitis, sufrid un episodio
de crisis convulsiva y comenzd a ser tratada con carbamazepina (CBZ) (800mg/dia). En un andlisis
de control a los tres afios del inicio del tratamiento con CBZ, se descubre una intensa
hipogammaglobulinemia (Tabla 3.1.), por lo que fue retirado el farmaco. Los niveles de
inmunoglobulinas se evaluaron mensualmente no detectdndose ningdn aumento de
inmunoglobulinas. En su historial se refieren infecciones del tracto urinario, un episodio de absceso
supraclavicular por germen no filiado durante el periodo de tratamiento con CBZ. Desde el afio 2001,
cuando se suspende el tratamiento con CBZ, hasta finales del 2004 se observa un crecimiento de la
IgM pero no se decide administrar IVIGs dada la ausencia de infecciones de gravedad. No obstante, a
finales del 2004 sufri6 una neumonia grave por Klebsiella pneumoniae por lo que se comienza a tratar
con IVIGs a dosis de 300mg/kg peso cada cuatro semanas. En la actualidad se ha iniciado el

tratamiento con Igs subcutanea y la paciente se encuentra asintomatica

3.2. Parametros inmunoldgicos

La determinacion de los niveles de inmunoglobulinas en suero en los pacientes P1 y P2
presenta un perfil indicativo de Sindrome de Hiper IgM, como se observa en la Tabla 3.1. En el caso
P1 cabe destacar la total ausencia de IgG, acompafiado de déficit de IgA e IgE con cifras de IgM por

encima de 1000 mg/dl en algunas de las analiticas, siendo la media del periodo de estudio 968+210
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mg/dl. En el paciente P1 se realizé la determinacién de inmunoglobulinas en saliva, encontrandose

exclusivamente el subtipo IgM.

Tabla 3.1. Perfil de todos los isotipos y subclases de inmunoglobulinas en suero y saliva del paciente
P1. Primer andlisis del suero del paciente P2 tras el tratamiento con CBZ. ND, no

detectable.
IgG IgA  IgM IgE lgD  1gG1l 1gG2 1gG3 1gG4 IgAl IgA2
mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/d
suero <33 <7 1140 <2 3.7 ND ND ND ND ND 7
CasoP1
saliva <1 <1 104 ND ND ND ND ND ND ND ND
CasoP2 suero 42 28 62 <2 ND ND ND 41 ND 18 7
A. B
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Figura 3.1. Diagrama cronolégico de la evolucién de los distintos isotipos de

inmunoglobulinas en los pacientes con HIGM. En ambas graficas se muestra la
concentracién sérica de los isotipos de inmunoglobulinas, 1gG, IgA e IgM en el paciente
P1 enA.yenlapaciente P2 enB.

El estudio mediante técnicas mas sensibles (inmunodifusién radial) permiti6 en este caso
confirmar la ausencia completa de todas las subclases de 1gG (IgG1-1gG4), y de IgAl, mientras que
se detect6 la presencia aislada de IgA2. Con el objetivo de descartar un componente monoclonal del
subtipo IgM, se realiz6 una inmunofijacion (IF) del suero del paciente P1. En la Figura 3.2. se
observan la ausencia de las cadenas pesadas gamma (g) y alfa (@). La cadena mu () correspondia a
un componente policlonal, y la presencia de cadenas ligeras kappa (k) y lambda () era normal.

Los niveles de inmunoglobulinas en la paciente P2 mostraron la disminucion de todos los
isotipos de inmunoglobulinas en la primera determinacién, por lo que se suspendi6 el tratamiento con
CBZ, ya que este tratamiento suele causar una hipogammaglobulinemia transitoria. Aunque no se
disponia de la determinacién de inmunoglobulinas previa al tratamiento con CBZ, los datos
bioquimicos de la concentracion de las diferentes fracciones proteicas, sugieren una disminucién de

la fraccion gammaglobina.
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Figura 3.2. Inmunofijaciones del suero de los pacientes con HIGM. En el primer carril se muestra
el electro-proteinograma (ELP) del suero. El suero del paciente P1 en A. muestra una IgM
policlonal con cadenas ligeras kappa y lambda. La IF de suero en el paciente P2 en B. se
realizé con el suero sin diluir, observandose un ligero componente monoclonal del isotipo
IgG con cadena ligera lambda.

Tras la suspensién del tratamiento en la paciente P2, la concentracién de IgM aument6 hasta
llegar a valores normales, siendo la media del periodo previo al tratamiento con IVIGS de 206+61
mg/dl. El aumento inicial de las concentraciones de IgG e IgA séricas fue discreto, disminuyendo
hasta ser indetectables en la actualidad. Cabe llamar la atenciéon en el aumento de IgM tras el
tratamiento con IVIGS como se evidencia en la Figura 3.1.B. EIl estudio de las subclases de
inmunoglobulinas mediante inmunodifusion radial mostré la presencia de las subclases 1gG3, IgAl e
IgA2. En el caso de la paciente P2 la IF se realizé sin diluir el suero debido a la baja concentracion de
los isotipos 1gG e IgA, encontrdndose un componente mayoritario monoclonal correspondiente a 1gG,
con cadena ligera lambda.

Se analizaron las poblaciones linfocitarias de sangre periférica de ambos pacientes mediante
citometria de flujo. En el paciente P1 se observé la inversion del cociente CD4/CD8, y cifras reducidas
de células B (2%) y de células NK (<1%). En la paciente P2 las poblaciones linfocitarias se
encontraban dentro de los rangos normales. Como se observa en la Tabla 3.2. el porcentaje de

células B en el caso P2 muestra cifras normales, asi como el resto de poblaciones linfocitarias.

Tabla 3.2. Analisis de las poblaciones linfocitarias en los pacientes con
HIGM. Se muestran en numeros absolutos y en porcentaje en el
momento del diagnéstico.

Caso P1 Caso P1

Poblaciones

Linfocitarias
T CD3+ (%) 1814 96 1288 79
T CD3+ CD4+ (%) 567 30 701 43
T CD3+ CD8+ (%) 1134 60 505 31
B CD19+ (%) 38 2 118 14
NK CD56+ (%) 18 <1 65 4

Cel/mm3 % Cel/lmm3 %
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La progresion de células B inmaduras a células B maduras puede ser monitorizada por la
expresion de CD21. El fallo en una apropiada expresion de CD21 o en su complejo de sefializacion
puede interferir por si misma en una apropiada produccion de anticuerpos (Fischer et al. 1998). La
expresion de CD21 se analiz6 mediante citometria de flujo en ambos pacientes, como se observa en

la Figura 3.3., las células B CD20 son positivas para este marcador.

P1 P2
- ll% - r .JE"' 14%
o =2
N L R
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3) ; :

L - w - L - w -

CD21

Figura 3.3. Andlisis de la expresion de CD21 y CD20 en los linfocitos de los pacientes con
HIGM. Mediante citometria de flujo se estudié la expresiéon de CD21 en los linfocitos B de
los pacientes P1y P2.

La expresion de CD27 en células B ha permitido la identificacion de células memoria
funcionales que han sido subdivididas en dos grupos: IgM-CD27+ que producen IgG, IgM e IgA y las
IgM+CD27+ que producen predominantemente IgM (Agematsu et al. 1997). Estudiamos mediante
citometria de flujo la expresion de IgM y CD27 en células B CD20 positivas. Para lo cual previamente
separamos las PBMCs de sangre periférica mediante gradiente de Ficoll y lavamos tres veces para
deshacernos de la IgM del suero. Como se muestra en la Figura 3.4. en ninguno de los dos pacientes

se observan células IgM-CD27+.

Control P1 P2
4.5% 2,3% | 5%

CD20 . - - - - —
| 57% 12% | 80| 7,4% | 919 6%

|

- - - I

|

E" s . - - : - - |
= 12% | 0,7% | 0%
CD27 - - — - - —

Figura 3.4. Andlisis del fenotipo memoria en las células B de los pacientes con HIGM. Las
PBMCs se tifieron con CD20, CD27 e IgM y posteriormente se analizaron mediante
citometria de flujo. El analisis se realiz6 sobre las células CD20+ en un control y en los
pacientes P1 y P2 seleccionadas en los histogramas superiores. En los histogramas
inferiores se muestra el doble marcaje con IgM y CD27 realizado sobre las células CD20
positivas. Ninguno de los dos pacientes muestra células CD27 de memoria.
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La deficiencia de ICOS en humanos ha sido clasificada como un defecto en el cambio de clase
de las inmunoglobulinas. La expresion de ICOS en células T activadas en los pacientes con esta
deficiencia se encuentra disminuida (Grimbacher et al. 2003).

La expresién de moléculas de activacién en las células T de ambos pacientes se estudid tras
separar las células PBMCs de sangre periférica, estimularlas con PHA e IL-2 y mantenerlas en cultivo
durante cuatro dias. Posteriormente, se analizé mediante citometria de flujo la expresion de HLA-DR,
CD25 e ICOS sin encontrar alteracién en el patrén ni en la dinamica de expresién como se observa

en la Figura 3.5.
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Figura 3.5. Analisis de la expresion de las moléculas de activacion HLA-DR, CD25 e ICOS en
células T activadas. El porcentaje e intensidad de expresion de estos marcadores
analizado mediante citometria de flujo es similar en ambos pacientes y a su vez a lo
encontrado en DS.

3.3.  Estudio de la expresion de CD40 ligando (CD40L) y CD40.

Los defectos en el eje CD40-CD40L son causa del sindrome de hiper IgM, ya que es
imprescindible para la colaboracion entre las células T y las células B y para los fendmenos derivados
de esta, como son el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas y la hipermutacién somatica
(Bhushan et al. 2001). Se estudié mediante citometria de flujo la expresiéon de CD40 y CD40L en los
linfocitos CD4 activados y sin activar con PMA (15ng/ml) e ionomicina (300ng/ml) de ambos pacientes
y de DS. En los DS la expresion basal de CD40L fue de 0,3% y tras estimulacion con PMA e

ionomicina se incrementd al 62,3%. La expresion de CD69, utilizada como control de la técnica, fue
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similar tanto en los pacientes P1 y P2 como en el control tras estimulacion con PMA e ionomicina
(99,6%, 99,9% y 99,9%, respectivamente). Las células de los pacientes P1 y P2 mostraron una
expresion basal de CD40L de un 0,2% en ambos casos, tras la estimulacién con PMA e ionomicina la
expresion de CD40L se incremento a valores de expresion de 33% y 25% respectivamente, como se

muestra a continuacién en Figura 3.6.

Sin estimulo PHA+ lonomicina

Caso P1

Caso P2

CD40L

Figura 3.6. Andlisis de la expresion de CD40 ligando en linfocitos T CD4+ mediante citometria de
flujo. La determinacion se realiz6 en PBMN estimuladas durante 6 h en ausencia o
presencia de PMA e lonomicina como se describe en materiales y métodos. Para la
cuantificacion de la expresion de CD40L en los linfocitos T CD4+ se utiliz6 el siguiente panel
de tres colores: CD3-FITC/CD40L-PE/CD8-ECD. Esto, debido a que la estimulaciéon durante
6 h con PMA e lonomicina, induce una marcada disminucién de la expresion de CD4. Los
gréficos muestran el porcentaje de expresion de CD40L en los linfocitos T CD4+ de P1, P2
y el control en estado basal y tras estimulacion con PMA e lonomicina.

Se analiz6 la expresion de CD40 en los linfocitos de los pacientes y de DS mediante citometria
de flujo con la doble tinciéon de anti-CD20 y anti-CD40 observando que la totalidad de los linfocitos B

expresaban CD40.

Control P1 P2
" 51% @™ 1.1%  * 12.4%
< . . . ¥
o) | : .- | !
5 - -
CD40 - -

Figura 3.7. Expresion de CD40 en las células B de los pacientes con HIGM. Analisis con la
tincién anti-CD20 y anti-CD40 en linfocitos de sangre periférica de un donante sano y de

los pacientes P1y P2, mediante citometria de flujo.
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3.4. Proliferacion celular

Las células PBMCs de los pacientes P1, P2 y de DS fueron aisladas por gradiente de
densidad, posteriormente se les indujo la proliferacién in vitro en presencia de estimulos mitbgenos
policlonales como fitohemaglutinina (PHA), el mitdbgeno Pokeweed (PWM), anti-CD3 y los
superantigenos enterotoxina del Staphilococus A (SEA) y B (SEB). Tras 48 horas en cultivo, medimos
la proliferacién como la incorporacion de timidina tritiada [3H]. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado, la respuesta linfoproliferativa de estos pacientes no mostré diferencias respecto a los DS

como se observa en la Figura 3.8.
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Figura 3.8. Proliferacion celular frente a estimulos mitogénicos en los pacientes con HIGM.
Gréfico donde se expresan la respuesta proliferativa en cuentas por minuto (c.p.m.) x10°
de células mononucleares de sangre periférica de ambos pacientes P1 y P2 comparada
con DS. No existen diferencias significativas en la proliferacion frente a mitégenos entre
los pacientes P1y P2y los DS.

3.5. Estudio genético

El sindrome de hiper IgM ligado al X es la forma mas comin de herencia dentro de los
sindromes de hiper IgM, no obstante han sido descritas otras formas de herencia autosémicas
dominante (Lee et al. 2005). Estas formas del sindrome de hiper-IgM estan caracterizadas por la
ausencia de mutaciones en el gen TNFSF5, el cual codifica para CD40L, y por una expresion normal
de CD40L en membrana de linfocitos T CD4 activados. El resto de defectos genéticos descritos en la
literatura en pacientes con hiper IgM son intrinsecos a las células B. La ausencia de alteraciones en
la expresion de CD40 y CD40 ligando en los pacientes aqui descritos, nos llevaron a estudiar el gen
AID responsable del sindrome con de Hiper-IgM tipo2 (HIGM2) de herencia autosémica recesiva. La
secuencia de los cinco exones fue estudiada a partir de ADN genémico en ambos pacientes y en DS.

Los exones fueron amplificados utilizando primers situados en los intrones adyacentes,
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posteriormente el producto amplificado fue secuenciado en ambas direcciones. No se encontraron
mutaciones responsables de la enfermedad en ninguno de los exones analizados.

Los genes de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas estan localizados en un cluster en
el cromosoma 14 conteniendo 9 genes funcionales y 2 pseudogenes, se han encontrado deleciones
dentro de esta region que originan deficiencias en las subclases de las inmunoglobulinas (Pan et al.
2000). El hecho de que la paciente P2 mostrara niveles bajos de IgG y mas concretamente de la
subclase 1gG3 ademas de IgAl e IgA2 nos hizo pensar en el estudio de los genes de las cadenas
pesadas de las inmunoglobulinas, para lo cual estudiamos la parte constante de las cadenas pesadas
dl y . El estudio de posibles deleciones en las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas se realizé
con técnicas de PCR a partir de DNA genomico, las secuencias de las regiones constantes de las
cadenas pesadas 1gG1 e 1gG2 no mostraron alteraciones en ninguno de los pacientes.

La deficiencia en ICOS fue descrita inicialmente en homocigosis (Grimbacher et al. 2003), no
obstante durante el andlisis de dos grandes grupos de pacientes con CVID se encontraron cinco
pacientes con mutaciones heterocigotas en esta molécula (Warnatz et al. 2006). Para analizar
posibles defectos genéticos en esta molécula se obtuvo RNA de células estimuladas y posteriormente
se amplifico el cDNA, a partir del cual se secuencia. No se encontraron alteraciones en la secuencia

de ICOS en ninguno de los dos pacientes.

3.5.1. Estudio de tipaje HLA

En la literatura se ha descrito el caso de un paciente con hiper IgM ligada al X y otro con
defectos en la sefializacién via CD40 con una forma de artritis simétrica, masas extra-articulares y
con factor reumatoide negativo. Se ha sugerido que los defectos en el eje de sefializacion CD40-
CD40L podrian contribuir a la susceptibilidad de padecer artritis inflamatoria severa (Sibilia et al.
1996) (Webster et al. 1999).

Se realizé el tipaje de los alelos DR de HLA de clase Il de ambos pacientes mediante
secuenciacion. El analisis de alta de resolucién de ambos alelos dio como resultado en el paciente P1
el tipaje DRB1*0404; DRB1*1401. Datos bibliograficos muestran una fuerte asociaciéon entre el
DRB1*0404 y la artritis reumatoide (Thomson et al. 1999). En la paciente P2 el tipaje de alta
resolucion fue el siguiente DRB1*0102; DRB1*1602.

3.6. Estudio de sinovia

El paciente P1 desarroll6 ndédulos subcutdneos similares a los encontrados en artritis
reumatoide, asi como artritis de cadera que requirié sustitucion quirdrgica, lo que nos permitié el
estudio de sinovia mediante inmunofluorescencia directa con diferentes anti-sueros.

Tras realizar cortes criostaticos de sinovia se evidenciaron infiltrados celulares organizados en

focos y constituidos mayoritariamente en un 90% por células CD3+ y en un 10% por células CD20+
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que tefilan Unicamente con IgM, constatando la ausencia de IgG e IgA, morfolégicamente
compatibles con células plasmaticas. Las células T se distribuian en un 90% de células CD4+
encontrandose activadas como lo muestra la expresién de HLA-DR; presentando en menor

proporcion (10%) de células CD8+.

Anti-CD3 Anti-CD4 Anti-CD8

Anti-CD20 Anti-IgM Anti-HLA - DR

Anti-1gA Anti-IgM Anti-lgG

Figura 3.9. Fluorescencia directa sobre sinovia procedente del paciente P1. Se analiz6 la
presencia de células CD3+, CD4+, CD8+ y CD20+, HLA-DR+ asi como la expresién de
IgM, IgA e IgG de superficie. Se evidenciaron infiltrados celulares organizados en focos y
constituidos mayoritariamente (90%) por células CD3+.
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4. Deficienciaen adenosin deaminasa

4.1. Caso clinico

Describimos el caso de un varén caucasico con antecedentes familiares de consanguinidad y
un hermano sano en 1996, con retardo pondero-estatural, que presenté infecciones de repeticion que
afectaban a bronquios, tracto gastrointestinal y la articulacién de la cadera, acompafiado de una
severa linfopenia durante los seis primeros meses de vida. A esa edad ingres6 por neumonia
intersticial, aislandose Pneumacistis carinii en lavado bronqueo-alveolar (LBA). Se realizdé un estudio
de virus que resulté negativo (virus sincitial respiratorio, virus parainfluenza y virus gripal Ay B)

Los niveles de transaminasas en el suero de este paciente estaban elevados, AST (GOT) 127
U/L (<37), y ALT (GPT) 58 U/L (<41), y la fosfatasa alcalina de 1004 U/L (rango normal 40-130).

4.2. Parametros inmunoldgicos

La primera analitica de las poblaciones linfocitarias se realiz6 a los seis meses de edad y
mostré una linfopenia severa sugiriendo una inmunodeficiencia severa combinada. La determinacion
de inmunoglobulinas mostré niveles normales para la edad, como se indica en la Tabla 4.4. A pesar
de que los niveles de IgG eran normales, el estudio mediante inmunofijacion mostré un componente
monoclonal 1gG lambda, que a la edad de un afio pas6 a convertirse en un doble componente de la
clase IgG.

El mielograma mostré celularidad normal; una serie eritroblastica del 58% y predominio
poliortocromatico con formacién de nidos. Serie granulopoyética y monocitica del 6% con predominio
premielo-promielonormocitica. Monocitos 2%, macrofagos 2%, linfocitos 6%, células plasmaticas 2%,
sideroblastos 88%. Moderada anemia y trombocitopenia.

Dado que la linfopenia afectaba tanto a una estirpe T como a la B se sospeché un SCID, lo que
junto a los altos niveles de transaminasas sugiri6 un defecto metabdlico, por lo que se estudio la
actividad de los enzimas adenosin deaminasa (ADA) y Purin nucledsido fosforilasa (PNP). El estudio
de la actividad de estos enzimas se lleva a cabo en eritrocitos, la actividad de ADA en este paciente
se encontraba muy disminuida respecto a los controles, en cambio la actividad de la PNP se
encontraba dentro de los niveles normales Tabla 4.1. Esta prueba fue determinada por la Unidad
Diagnostica de enzimopatias del departamento de Bioquimica de la Universidad Auténoma de
Madrid.
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Actividad enziméatica

Purin nucleésido
fosforilasa

paciente <0.01 35,35

ADA

controles 1,01+/- 0,37 41,76+/- 13,07

Tabla 4.1. Determinacién de la actividad enzimatica de las enzimas ADA y PNP en el paciente
previo al trasplante de médula 6seay en controles.

Una vez confirmado el diagnéstico y observandose un empeoramiento progresivo del paciente
consecuencia de la toxicidad que genera la falta de actividad del enzima ADA, se comenzoé el estudio
de histocompatibilidad en el paciente y en su familia, para la realizacion de un trasplante de

precursores hematopoyéticos (TPH).

Tipaje HLA
Locus HLA paciente madre
A 31, -- 25, --
B 57 57
Cw 7, - 7,--

DRB1* 1501, 1501 0401, 1501

Tabla 4.2. Tipaje HLA del paciente y de su madre. Los locus de clase | se estudiaron por técnicas
serolégicas, mientras que el locus de clase Il HLA-DRB1 se estudié por técnicas de
biologia molecular.

Una vez estudiados los loci HLA de clase | y clase Il del paciente y su familia se eligié la madre
como posible donante haploidéntico, (el tipaje HLA se muestra en la Tabla 4.2.) Ademas, se realiz6
un cultivo mixto linfocitario (CML) para evaluar las reacciones de las moléculas de HLA de clase II,
que previamente habian sido tipadas por biologia molecular y mostraban una diferencia en HLA-DR.
Para lo cual se utilizé un control con el siguiente tipaje HLA (A 01,33; B 08, 14; Cw 04, 16; DR 03,-).

El resultado del CML es dificilmente evaluable ya que la respuesta del receptor estaba
disminuida frente al donante y frente al control, como se observa en la Tabla 4.3. Por el contrario la
respuesta de la donante contra el receptor fue negativa y valorable. La falta de aloreactividad
(donante-> receptor) era debida a la homocigosis en los loci de clase HLA-II en el paciente, por lo
cual el trasplante se llevé a cabo.

A los nueve meses de edad se le practic6 un transplante de médula 6sea de donante
emparentado (madre). Al ser el donante haploidéntico se hizo con previa deplecion parcial de

linfocitos T. El paciente fallecio a los cuatro meses del transplante por un linfoma cerebral.

111



RESULTADOS

Cultivos unidireccionales Cultivos bidireccionales Célﬂaécon
célula estimulado- célula célula estimulado-ra célula
ra irradiada responde-dora ¢.p-m. irradiada responde-dora ¢.p-m. c¢.p.-m.
R D 728 R D 1398 245
D R 640 R C 16518 940
C D 7002 D C 7229 231
C R 1851

Tabla 4.3. Cultivo Mixto linfocitario evaluado mediante incorporacion de Timidina-H?,
expresada en cuentas por minuto (c.p.m.). R. receptor, D. donante, MC medio de cultivo.
En negrita indica irradiado.

La recuperacion del sistema inmunolégico del paciente tras el trasplante fue evidente si
comparamos las cifras de linfocitos absolutos y los niveles de inmunoglobulinas, ambos

disminuidos antes del trasplante y recuperados a los tres meses del trasplante como se indica en
la Tabla 4.4.

T™MO
6 meses 9 meses! °St™MO" 5 meses 3 meses
1 mes
Linfocitos/mm3 370 380 1040 1410 2110
T CD3+ /mm3 266 198 645 743 1139
T CD4+ /mm3 59 133 312 676 401
T CD8+ /mm3 159 38 239 70 633
B CD19 /mm3 7 57 2 28 338
NK CD56+ /mm3 ND ND 291 117 359
IgG (mg/dl) 630 412 426 770 1050
IgA (mg/dl) 9 <7 53 66 197
IgM (mg/dl) 491 56 40 79 70

Tabla 4.4. Anédlisis de poblaciones linfocitarias e inmunoglobulinas antes y tras el trasplante
de médula 6sea (TMO). A los seis meses se observa una severa linfopenia. A los tres
meses del transplante el sistema inmunol6gico del paciente se encuentra totalmente
recuperado. ND, no determinado.
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5. Sindrome linfoproliferativo autoinmune (ALPS).

5.1. Descripcién de los casos clinicos

En general la enfermedad linfoproliferativa en los pacientes con ALPS se asocia a la presencia
de enfermedad autoinmune, y las manifestaciones clinicas incluyen episodios recurrentes de anemia
hemolitica, trombocitopenia idiopatica, adenopatias y/o esplenomegalia. Estudiamos once pacientes
con rasgos fenotipicos de ALPS. Diez de los pacientes analizados en este trabajo presentan
esplenomegalia persistente, linfoadenopatia periférica 0 ambas. Cabe llamar la atencion que el sujeto
A-ll no ha desarrollado ningln rasgo clinico de enfermedad linfoproliferativa, ni autoinmune. Salvo
este, el resto de los casos presentaron trombocitopenia al inicio de los sintomas. Los que cursaron
con esplenomegalia, posteriormente fueron esplenectomizados lo que en muchos de los casos
corrigio el cuadro clinico. En todos ellos existen citopenias sanguineas autoinmunes. Solo en dos de
los casos (A-l1 y D) se constata un aumento de la concentracidn de linfocitos en sangre periférica. Y
solo el paciente D desarroll6 un proceso linfoproliferativo maligno (linfoma de Burkitt). Los datos
clinicos y de laboratorio estan incluidos en la Tabla Resumen 5.4. pagina 127 y en las Tablas 5.1,
5.2. y 5.3. El arbol familiar de cada uno de los casos estudiados se muestra en la Figura 5.1. A

continuacién se recoge una breve historia de cada uno de ellos.

FAMILIA A:

Mujer caucasica (A-l), hija de padres sanos (padre A-ll y madre A-1ll). Que a los cuatro afios de
edad debuté con esplenomegalia gigante, la cual llegdé a ocupar la fosa iliaca izquierda. No mostré
adenopatias ni hepatomegalia. El estudio microbiol6égico fue negativo. La existencia de una severa
trombopenia, resistente a tratamientos farmacolégicos hizo que a la edad de 7 afios se le practicara
una esplenectomia, que soluciond la trombopenia. Desde ese momento hasta hace unos meses ha
estado asintomatica sin tratamiento y con vacunacion actualizada (incluido S. pneumoniae,
conjugada, no conjugada y H. influenzae). A los 13 afios de edad ingresé por sospecha de una
meningitis bacteriana que fue diagnosticada de meningitis neumocécica, y que se resolvidé con
antibioterapia. En la actualidad no percibe ningln tratamiento y se encuentra asintomatica.

El resultado de la formula leucocitaria en el momento del diagndstico de la paciente (A-l)
subyacen niveles de neutréfilos y plaquetas inferiores a los rangos normales. Los niveles de
leucocitos y linfocitos mostraron niveles aumentados para su edad. El recuento leucocitario en sus
padres fue normal. El estudio de las subpoblaciones linfocitarias mostré una disminuciéon del nimero
y el porcentaje de las células CD3+CD4+ y CD3+CD8+ disminuidas en la paciente (A-1). Acompafiado
de un elevado porcentaje (39%) de células CD3+TCRabCD4-CD8- doble negativas (DNT), dato que
se encontrdé también en el andlisis de las subpoblaciones linfocitarias del padre (A-1l), el cual presenté
un 36% de células DNT.

El analisis de los niveles de inmunoglobulinas de la paciente (A-I) mostré concentraciones

séricas elevadas de IgG e IgE; los niveles de IgA en su padre (A-ll) estaban ligeramente aumentados.
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En la paciente (A-1) se detectaron ANAs positivos con un patrén moteado vy titulo 1/80, no asi en sus

padres. En la madre (A-111) los parametros analizados se encontraron en los rangos normales.

Linfoproliferacion Autoinmunidad
Paciente Sexo ci(rjnaic;:zeo Adenopatia  Esplenomegalia  Leucocitos Linfocitos Linfoma Anemia c-li-tr(?;r;:‘i)a Neutropenia ANAs Infecciones
A-l M 4 no si 16 11,2 no no si Si M 1/80 no
A-ll \Y; NE no no ND 3,1 no no no no no no
B-I \Y 7 si si 8 ND no no si s no no
B-II \ D Si no 6,4 ND no Si si Si no no
B-lIl M 4 no s 3,5 ND no no si si no no
B-IV \ 2 no Si 3,1 ND no Si si Si no no
c \% 9 si si 2,1 1,05 no si si s no si
D v 16 si s 9,6 51 Comade g, si s no si
E Vv 14 si s 8,8 1,9 no no si si M 1/160 no
F-l M 20 no S 10,7 3,1 no Si si no M 1/320 no
F-ll Vv 15 no s 5,8 1,8 no no si no M 1/160 si

Tabla 5.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes con sospecha de ALPS. Consideramos
anemia con valores de hematies inferiores a 3,8 x10%L, trombopenia con valores
inferiores a 140 x10°/L y neutropenia con valores inferiores a 1,8x10%L. Los valores
normales de leucocitos y linfocitos estan en los rangos (3,8-11 x10%L) y (1-4 x10°%L),
respectivamente. NE, no presenta enfermedad. D, desconocido. ND, no determinado. V,
varon. M, mujer.

FAMILIA B:

Se trata de una amplia familia en la que hemos estudiado cuatro de sus miembros. Iniciamos el
estudio de un varén caucasico de 20 afios de edad (B-I), hijo Gnico con antecedentes familiares, cuyo
padre sufrio6 un linfoma linfocitario y fallecié de sepsis neumocdcica. Su tio paterno (B-ll) fue
diagnosticado de Sd. de Evans (por la asociacién de anemia hemolitica y purpura trombocitopénica
idiopéatica (PTI)) y su prima hermana (B-lll) y primo segundo (B-VI) por parte paterna mostraron
esplenomegalia desde temprana edad.

El paciente (B-1) se remiti6 a los siete afios de edad para el estudio de esplenomegalia y
adenopatias latero cervicales. Presenté varios episodios de trombopenia inmune, que cedieron con
tratamiento IVIG, corticoterapia e inmunosupresores. Se le practico esplenectomia a los doce afios.
Present6 varios episodios de neutropenia y anemia autoinmune que también respondieron a dicho
tratamiento. A lo largo del periodo ha presentado poliartralgias, rinitis alérgica, eczema xerodérmico y

pitiriasis alba.
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Su prima hermana, una mujer de 19 afios de edad (B-Ill) ingres6 a los cuatro afios de edad por
una convulsidn febril. A la edad de seis afios se detectdé una gran esplenomegalia y a los trece afios
fue esplecnectomizada. No presentd linfoadenopatias periféricas ni abdominales, pero si citopenias
generalmente leves que fueron previas a la esplenectomia. No mostré incidencias hematoldgicas ni
infecciosas desde la esplenectomia.

Su primo segundo, varén de 10 afios de edad (B-1V), que a los dos afios presenté una gran
esplenomegalia. Mostré citopenias desde la primera consulta hasta que se le esplenectomizé con
cinco afios de edad. Ambos presentaron leucopenia y neutropenia respondedoras al tratamiento con
corticoides e IVIG.

Los cuatro miembros de esta familia analizados mostraron trombocitopenia y neutropenia, solo
dos de ellos (B-Il) y (B-1V) presentaron anemia. El nimero absoluto de leucocitos y linfocitos en todos
ellos se encontré dentro de los rangos normales. Las subpoblaciones linfocitarias fueron analizadas
en todos ellos encontrando porcentajes de células DNTs entre un 8% y un 2%.

El analisis de los niveles de inmunoglobulinas en los pacientes de esta familia mostr6 los
niveles de IgG aumentados Unicamente en el paciente (B-1ll), en cambio las concentraciones de IgA
se encontraron ligeramente aumentadas en todos ellos. No se detectaron ANAs en ninguno de los

pacientes de esta familia.

FAMILIA C:

Varén caucasico sin antecedentes familiares, que a los nueve afios debutdé con neutropenia
autoinmune. Fue tratado con corticoides y G-CSF. Posteriormente, sufri6 anemia hemolitica
autoinmune con test de Coombs positivo para el isotipo IgG y plaguetopenia autoinmune con test de
Coombs positivo para el isotipo IgM.

Desde los 16 afios hasta los 18 presentd infecciones graves en el area gingival, celulitis facial,
acceso testicular, y neumonia. Asi como lesiones purplreas en extremidades inferiores, se
desconoce si de origen vasculitico o idiopatico. En el transcurso del 2004 presenté esplenomegalia
gigante, neutropenia autoinmune Yy pancitopenia autoinmune. Fue tratado con el antimalérico
Fansidara, que no mejor6 el cuadro. Se le realizé esplenectomia en enero de 2005 y fallecié a los 20
afios de edad en 2006 a causa de una sepsis por Clostridium sp.

El recuento leucocitario en este paciente puso de manifiesto la presencia de anemia,
trombocitopenia en distintas fase de su enfermedad, con una neutropenia grave (0,3 x10°%/L
neutréfilos) durante todo curso de la misma. El dato mas llamativo del analisis de las subpoblaciones
linfocitarias fue el hallazgo de un 32% de células CD3+CD4+CD8+, de las cuales el 17% eran
TCRab. La concentracion de IgG e IgM se encontré6 marcadamente elevada en este paciente.

Todos los parametros fueron analizados en los miembros de su familia sin encontrar hallazgos

llamativos, por encontrarse en los rangos normales.
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Figura 5.1. Arbol genealdgico de las familias con sospecha de ALPS. Los pacientes
estudiados se sefialan con una letra que identifica a la familia seguida de un ndmero
romano. La leyenda aparece arriba a la izquierda. GP generacion paterna. F
generacion filial.
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FAMILIA D:

Varon caucasico sin antecedentes familiares, que a los 16 afios presentd trombocitopenia y
neutropenia con buena respuesta inicial a corticoides. Fue diagnosticado de sindrome autoinmune,
recibiendo multiples tratamientos entre ellos, corticoides a dosis altas, azatioprina, anti-CD20, y
esplenectomia. A la edad de 22 afios, en el afio 2000 presentd mdultiples adenopatias
laterocervicales, carotideas y axilares.

En junio del 2001 ingreso en UCI por encefalitis aguda, con buena respuesta a corticoides. En
enero del 2002 fue diagnosticado de linfoma de Burkitt y tratado con cuatro tandas de hiper-CVAD y
posterior auto-TPH. En febrero de 2002 present6 artritis séptica en rodilla derecha por E. coli, que
requirié drenaje quirirgico. Posteriormente presentd shock séptico por E. coli en diciembre de 2002 y
que fue resuelto con antibioticoterapia. Los Ultimos tratamientos para el ALPS fueron micofenolato-
mofetil, que se revelo ineficaz y ciclosporina més corticoides. Ingresé en abril 2003 por fiebre, rigidez
nucal, y cultivos de LCR y hemocultivos positivos para E. coli resistente a multiples antibiéticos, con
shock séptico y necesitando UCI durante unos dias. En la actualidad esta asintomatico.

El recuento leucocitario en las fases tempranas de la enfermedad mostré valores disminuidos
de plaquetas y neutréfilos, los valores de leucocitos han sido variables durante el curso de la
enfermedad. Presentando una ligera linfocitosis en algunas fases de la misma. Las subpoblaciones
linfocitarias mostraron un 3% de células DNTs y niveles de células B en el limite superior. Las
concentraciones de inmunoglobulinas no mostraron alteraciones llamativas. Todos los miembros de

su familia fueron estudiados sin encontrar alteraciones valorables.

FAMILIA E:

Varén caucasico sin antecedentes familiares que debuté a los 14 afios de edad con
trombocitopenia autoinmune y esplenomegalia. Tras dos afios de evolucion se le practicéd
esplenectomia la cual resolvié el cuadro clinico, en la actualidad se encuentra asintomatico.

El recuento leucocitario mostré niveles disminuidos de plaquetas y neutréfilos, con cifras
normales de hematies, leucocitos y linfocitos. El analisis de las subpoblaciones linfocitarias puso de
manifiesto un 7% de células DNTs y un 20% de células B. Las concentraciones de inmunoglobulinas
en el suero de este paciente estaban dentro de los rangos normales. El suero del paciente fue
positivo frente a antigenos nucleares con un patron moteado y un titulo 1/160. Al igual que en el resto

de los casos, fueron analizados todos los miembros de su familia sin encontrar alteraciones.

FAMILIA F:

Mujer caucasica (F-1) que debuté con trombocitopenia idiopatica a la edad de 20 afios. A los 24
afios desarroll6 una esplenomegalia que fue tratada con cirugia, posteriormente desarrollo un lupus
eritematoso sistémico (LES). No se refiere consanguinidad aunque si antecedentes familiares, ya que
su hermano menor varén (F-1I) debuté a los 15 afios con purpura trombocitopénica idiopatica y
esplenomegalia, que se hizo cronica. En la actualidad esta en discusion el tratamiento quirdrgico de

esplenectomia.
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Ambos hermanos mostraron niveles disminuidos de plaquetas, que en el caso de la hermana
(F-1) se encontraban acompafnados de una disminucion en el nimero de hematies. El estudio de las
subpoblaciones en la paciente (F-1) mostré6 un 5% de DNTSs, no asi en su hermano (F-1l) en el que
solo habia un 1%. Los niveles de IgG e IgA en la paciente (F-1) estaban elevados, mientras que en su
hermano (F-1l) se encontraban en los rangos normales. Ambos presentaron ANAs positivos con
titulos 1/320 (F-1) y 1/160 (F-II) y un patrén moteado.

5.2. Estudio seroldgico, inmunoglobulinas y autoanticuerpos

En todos los casos se realiz6 la determinacion de inmunoglobulinas, factor reumatoide y
proteinas del complemento (C3 y C4) mediante nefelometria. Concentraciones séricas elevadas de
uno o mas isotipos de inmunoglobulinas apoyan el diagnéstico de ALPS.

La paciente A-l presentd un incremento de las concentraciones séricas de IgG e IgE; mientras
que los niveles de IgG en su padre A-ll estaban ligeramente aumentados. En todos los casos de la
familia B los niveles de IgA estaban aumentados y los de IgG mostraron rangos normales. El paciente
C presenté una elevada concentracién de IgG, y un incremento de IgM. La paciente F-I tenia niveles
aumentados de IgG e IgA. En el resto de pacientes (D, E y F-I) la dosificacion de inmunoglobulinas se
encontraba dentro de los rangos normales. Las proteinas del complemento C3 y C4 y el FR se

encontraban dentro de los rangos normales en todos ellos como se observa en la Tabla 5.2.

Al Al BI Bl Bl BV C D E FI Fq vaores
normales

IgG (mg/dl) 2120 1770 1350 1260 2210 1630 3500 1220 1500 2360 1060 723-1685

IgA (mg/dl) 164 477 544 434 536 349 275 59 45 463 198 69-382
IgM (mg/dl) 8 65 29 63 42 35 619 374 182 91 222 40-230
IgE (UI/ml) 3050 125 36 68 26 98 159 136 58 64 3-160
FR (Ul/ml) <20 94 22 <20 <20 <20 113 <20 <20 <20 <20 0-20
C3 (mg/dl) 120 ND 947 105 101 112 108 104 147 96 99 85-193

Camgid) 21 ND 26 24 25 34 25 20 204 41 19 12-36

Tabla 5.2. Pardmetros inmunoldgicos séricos. Tabla en la que se muestran las concentraciones
de los diferentes isotipos de inmunoglobulinas, de las proteinas del complemento, (C3,
C4) y de factor reumatoide (FR) de todos los pacientes en el momento del diagndstico.

La determinacion de la presencia de auto-anticuerpos se realizé mediante inmunofluorescencia
indirecta encontrandose cuatro pacientes con ANAs positivos, dos de ellos (F-I y F-IlI) de la misma
familia, la paciente F-I presentaba un patron moteado con titulos superiores a 1/320 y se detectaron

anticuerpos anti-U1RNP, su hermano presentd un patrén moteado con titulo de 1/80. El paciente E
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mostré un patron moteado de ANAs con titulo 1/160. En la paciente A-1 se detectaron ANAs positivos
con un patrén moteado y titulo 1/80. En todos ellos se descartd la presencia de anticuerpos anti-DNA.
Ver tabla 5.1.

5.3.

Andlisis fenotipico de las poblaciones linfocitarias

Uno de los datos analiticos mas caracteristico de las poblaciones linfocitarias en los pacientes
con ALPS es el aumento de las células T CD3+ CD4-CD8- dobles negativas. El porcentaje de estas
células en sangre periférica se correlaciona en muchos casos con el grado de linfoproliferacién, no
obstante existe una enorme variacion entre diferentes pacientes afectos, que va de un 1% a un 75%
(Sneller et al. 1997). Analizamos las poblaciones linfocitarias en sangre periférica en todos los
pacientes mediante citometria de flujo. La cifra de linfocitos totales fue normal en todos los pacientes
excepto en la paciente A-l y en el paciente D en los que se encontraban aumentadas, como se
observa en la Tabla 5.3. De los once pacientes, seis presentan un incremento del nimero de células
B en multiples determinaciones. El nimero de células NK es variable en este grupo de pacientes pero
en todos los casos se encuentra dentro de los rangos de normalidad.

Tras el andlisis de la poblacién de células T se observa un ligero aumento de las células CD8
respecto al nimero de células CD4, lo que en muchos casos disminuye el cociente de células
CD4/CD8. En la familia A tanto la enferma (A-I) como su padre (A-Il) presentaron un porcentaje
elevado (36-39%) de células T doble negativas (CD4-CD8-), mientras que en la madre esta poblacion

no supero el 4%, encontrandose dentro de los valores de un DS.

Rangos

Al Al B-I B-l B-Ill B-IV c D E F-l Fl oo
Linfocitos
sbsolutos/ 11180 % 3170 % 4500 % 3900 % 3100 % 2600 % 1050 % 5120 % 1040 % 3090 % 4740 % 1000-4000
mm3
832-2028
TCD3+ 805 72 2568 61 3060 66 2964 76 3150 1 2145 S5 809 77 3686 72 1358 70 1792 56 4313 o1 il
480-1339
CD3+CD4+ 2124 19 634 20 1080 24 1365 3 1131 20 1170 30 339 B 2101 43 601 L 989 32 806 47 gioo
CD3+CDB+ 1789 16 951 30 1395 31 1326 34 1716 44 858 22 237 26 1275 25 582 30 618 20 3413 42 3(?;3%1
cpstcDaCDS- 4807 43 1268 40 585 13 234 6 390 10 156 4 179 32 338 7 194 10 247 8 142 3  <10%
TCRDNab 4360 39 1141 36 279 62 88 22 78 2 78 2 41 4 154 3 13 7 15 5 5 1 <%
TCR g¢ 38 3 127 4 225 5 1443 37 78 2 78 2 1365 13 189 4 30 15 102 3 62 1 <10%
B CDIo+ 2460 22 254 8 1080 24 273 7 195 5 1560 40 200 19 742 15 388 20 865 28 142 3 g(‘é%f
120-490
NK CDS6+ 3% 3 190 6 360 8 195 5 7 2 78 2 42 4 701 14 58 3 30 11 190 4

Tabla 5.3. Subpoblaciones linfocitarias de todos los pacientes estudiados con sospecha de ALPS,
en el momento del diagndstico. En cada subpoblacion se detalla el porcentaje y el nUmero
absoluto de cada poblacion.
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Los pacientes de la familia B presentaron porcentajes de células DNTs entre un 13% y un 4%.
En el paciente C un 32% de las células T eran dobles negativas para CD4 y CD8. Los pacientes D y
E tenia un 7% y un 10% de células doble negativas respectivamente. El que presenté menor nimero
(3%) de esta poblacion fue el paciente F-1I, mientras que su hermana tenia un 8% de células DNT.

Para realizar el andlisis de las poblaciones TCRgd o TCRab con una Unica combinacién de
marcadores, lo que evitaria una acumulacion de errores de calculo en el porcentaje final de células
DNTs. Tefiimos los correceptores CD4 y CD8 con FITC, el receptor TCRgd con PE y el marcador CD3
con PC5. Tras seleccionar las células CD3 positivas, analizamos en un histograma doble las
fluorescencias 1 (FITC) y 2 (PE). En el tercer cuadrante obteniamos directamente en porcentaje de

células CD3+CD4-CD8- TCRab como se observa en la Figura 5.2.

Donante sano B-1 B-1I
L b i L i
© L o -
8 ; 1.8%
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|- et 1 &
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- L 3 - - L w L L w w L -
TCR od

Figura. 5.2. Andlisis de la poblaciéon DN TCRab. Mediante tincion directa se marcaron los linfocitos
de donantes sanos, y de los pacientes B-1 y B-Il. Se analizaron por citometria de flujo,
seleccionandose los linfocitos CD3 positivos. En el recuadro verde se indica el porcentaje
de células doble negativas TCRab, debajo y a la derecha de cada histograma se indica el
numero de células doble negativas TCRgd

Segun esta combinacién y aplicando este criterio, ningin DS (n=20) presentaba un porcentaje
superior al 0,9% de la poblacién doble negativa TCRab. Por el contrario, el paciente con cifras mas
bajas tenia un 1,8% de células DNTs. Llamativamente en el caso C el 17% de las células DNTs eran
positivas para TCRgd En el resto de los casos el porcentaje de células TCRgd oscilé entre un 1% y un

5%. El porcentaje de las células DNT se recogen en la Tabla 5.3.

Estudiamos la expresion de Fas mediante citometria de flujo en las células T de todos los
pacientes, encontrando una distribucion idéntica a la observada en células T de DS en todos ellos,
excepto en el paciente C en el cual solo el 29% de las células CD3 expresaban Fas con los mismos
niveles que los DS. Por lo que en este paciente analizamos la expresién de Fas especificamente en
cada una de las subpoblaciones T CD4, CD8 y DNTs observando que solo la mitad de las células

CD4 y de las DNTs expresaban Fas, como se observa en la Figura 5.3.
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Figura 5.3. Anédlisis de la expresion de la molécula Fas en las células CD3 de los pacientes
estudiados. A. Expresion de Fas en el paciente E y un donante sano. B. Expresion de
Fas en el paciente C, en la que solo un 30% de las células T son positivas para Fas. C.
Andlisis de la expresion de Fas en las subpoblaciones CD3 del paciente C.

54. Induccion de la apoptosis

La ligacion de Fas por anticuerpos monoclonales o por Fas ligando soluble induce la muerte
celular programada en linfocitos CD4 activados. Se ha demostrado que la sensibilidad para lograr la
apoptosis es mas lenta en células maduras por lo que se requiere una activacion previa de los
linfocitos con PHA (Lenardo et al. 1999). La evaluacion funcional de la apoptosis via Fas se analizé
en células PMBCs previamente estimuladas con PHA en presencia de IL-2 durante seis dias.
Posteriormente y mediante un tratamiento con el anticuerpo anti-Fas (CH11) del isotipo IgM durante
20 horas se indujo la muerte celular programada.

Estandarizamos la técnica en la linea celular humana Jurkat y en células PBMCs procedentes
de DS. Tras la induccion de la apoptosis en los blastos de DS y en los de pacientes, esta fue
analizada mediante citometria de flujo con la tincién de anexina-V y ioduro de propidio. En el analisis
de la viabilidad de las células en las que se indujo la muerte celular se observa que las células
apoptéticas ademas de marcarse positivamente para anexina-V, sufren cambios en su morfologia.
Estos cambios se observan en el histograma doble FS:SS donde aparecen dos nucleos celulares
bien diferenciados. Por una parte, una poblacién homogénea que corresponde a las células vivas,
ventana W y otro ndcleo de células con un tamafio mas variable (FS) y de morfologia mas irregular
(SS), ventana Y, como se observa en la Figura 5.4. En las células que han sufrido apoptosis tras el
tratamiento con anti-Fas, el porcentaje de células en la ventana W disminuye, aumentando el de la

ventana Y.
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El porcentaje de apoptosis se determind cuantificando la expresién de anexina-V en las células
seleccionadas en la region W. La media del porcentaje de apoptosis en la linea celular Jurkat fue de
(50,3x7,5) y en DS (41,6+12,1). El porcentaje de apoptosis de las células de los pacientes
pertenecientes a las familias A, B y D estaba disminuido muy significativamente (p<0,01) tras la
induccién de esta. En el caso del paciente C el porcentaje de apoptosis mostraba una diferencia
significativa (p<0,05) respecto a los donantes sanos. No se encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de células sensibles a la apoptosis via Fas en el paciente E aunque estaba ligeramente
disminuida respecto a la media de los DS. Respecto a los pacientes de la familia F se observd una
resistencia a la apoptosis inducida via Fas en la paciente F-I, mientras que su hermano F-II el

porcentaje de apoptosis no mostraba diferencias significativas respecto al porcentaje observado en

donantes sanos, Figura 5.5.
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Figura 5.4. Cambios en la morfologia
de los linfocitos tras la induccion de
apoptosis. La apoptosis in vitro se
realizd tras tratar las células de
pacientes y controles con PHA e IL-2
durante una semana; posteriormente y
mediante se indujo la apoptosis con el
anticuerpo monoclonal anti-Fas
(CH11).En la parte superior de la
figura se observan los cambios
morfoldgicos en linea celular JURKAT.
Tras inducir la apoptosis los linfocitos
cambian su morfologia pasando de la
ventana W a la Y. La apoptosis se
detectd por tincién de anexina-V-FITC
seleccionando las células de la
ventana W. En un paciente con ALPS,
la parte inferior de la figura, no se

observa cambio en la morfologia.
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Figura 5.5. Andlisis de la apoptosis via Fas. Diagrama de barras donde se indica el porcentaje de
apoptosis tras la induccion de la muerte celular con el anticuerpo anti-Fas (CH11) en la
linea celular Jurkat, en blastos de donantes sanos (DS) (en punteado) y en los pacientes
estudiados (en negro). Los pacientes muestran una apoptosis inducida por anti-Fas
disminuida muy significativamente (p<0,01) en relacion con los donantes sanos. * no
existen diferencias significativas.

5.5. Estudio genético

El sindrome linfoproliferativo autoinmune se clasifica segun el defecto genético, asi el tipo 0
presenta mutaciones homocigotas que causan una completa deficiencia de la proteina Fas. El tipo |
muestra mutaciones heterocigotas en Fas (tipo la) o en Fas ligando (tipo Ib) asociadas con defectos
parciales de la apoptosis. El tipo Il se caracteriza por resistencia a la apoptosis mediada por Fas a
pesar de la expresion normal de Fas y Fas ligando, (se han encontrado dos pacientes con
mutaciones en caspasa 10 y en caspasa 8). En el ALPS tipo Il presenta una apoptosis normal in vitro
y el defecto genético no esta esclarecido (Rieux-Laucat et al. 2003).

Realizamos el estudio del gen que codifica para Fas, TNFRSF6, para ello secuenciamos
inicialmente DNA gendmico de todas las muestras utilizando primers adyacentes de los exones de
dicho gen. El analisis de las secuencias del exdn 9 mostré una mutacion puntual heterocigota en la
paciente A-l y en su padre A-ll en la posicion 943 (G® A 943), que da lugar a una transicién de
guanina a adenina, generando una transicién heterocigota aminoacido Arg-234-Gin (R234Q), como
se observa en la Figura 5.6. A.

Localizamos otra mutacién en la secuencia del exdn 9 del gen TNFRSF6 en todos los pacientes

de la familia B. Esta mutacion consistia en una transicién heterocigota de una C por una T en la
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posicién 942 (C® T 942), implicando al mismo codon que en la familia A, con la diferencia de que la

mutacion de la familia B genera una parada en la pauta de lectura Arg-234-STOP (R234X).

dominios _{Death ’

exones 6 8 9
lal | [a2 | [a3 | (a4 | [ a5 | [ a6 |
AAA GCGTIT GTT CGA AAG AAT GGT GTC AAT GAA
A. K GFV RKNG VN E
Sec. nativa Mutante A Mutante B
R ' = Q ' X
CGA | N CGA A CGA .
T 1 |

A | |

Familia A Familia B

620bp

A-ll - A-llI 4 B-IvV

Figura. 5.6. Analisis molecular del ex6n 9 del gen TNFRF6 en las familias A y B. A.
Electroferograma donde se muestra la posicion mutada en la familia A (G943A) y en la
familia B (C942T), que por encontrarse en heterocigosis aparecen como un doble pico
debido a la superposicion de la secuencia normal y la mutada. B. PCR-RFLP del exén 9
del gen TNFRF6. El analisis de restriccién con el enzima Taql genera dos fragmentos de
430bp y 190bp en los donantes sanos, como en la madre (A-lll) de la familia A. En todos
los pacientes que portan la mutacién se genera un fragmento adicional de 620bp, que
corresponde a la banda sin digerir. SD. Sin digerir.
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Se realiz6 el andlisis mediante enzimas de restriccion del exén 9 en las familias A 'y B con el
enzima Tagl, que tiene como diana de corte la secuencia TCGA. Este enzima permite distinguir entre
portadores y no portadores de las familias A y B; en los mutados solo se digerira una copia del exdén,
ya que la otra por estar mutada pierde el punto de corte. La secuencia amplificada del exén 9 tiene un
tamafio de 620bp, en un donante sano se generan dos fragmentos de 430bp y 190bp tras la
digestion, como se observa en la Figura 5.6.B. En los pacientes mutados de ambas familias
encontramos un fragmento adicional de 620bp que corresponde a la banda sin digerir.

Para analizar el resto del gen realizamos la extraccion de RNA en el resto de muestras y
posteriormente obtuvimos el cDNA que amplificamos y secuenciamos. El resultado confirmé las
mutaciones en el exdn 9 en las familias A y B, y la falta de alteraciones en el resto de los pacientes.

La descripcion de mutaciones somaticas en la subpoblacién de células DNTs por en pacientes
con ALPS tipo 111 el grupo de Rieux-Laucat nos hizo pensar en la posibilidad de que algunos de los
pacientes estudiados pertenecieran a este grupo (Holzelova et al. 2004). El paciente C en el que
habiamos encontrado una expresion disminuida de Fas en las células T CD4 y en las DNTs (apartado
5.3), ademas de una respuesta parcial a la apoptosis inducida in vitro, estudiamos de manera aislada
las poblaciones T CD4, CD8 y células DNTs. Para lo cual las separamos mediante “sorting”
obteniendo una pureza del 99% en cada una de ellas. Se realizé la extraccion de RNA de cada
subpoblacién (CD4, CD8 y DNT) y posterior cDNA y secuenciacion del gen TNFRSF6. El andlisis de

la secuencia no mostré mutaciones en el gen TNFRSF6 en ninguna de las poblaciones.

5.6. Hallazgos anatomopatoldgicos

Recogimos los datos histolégicos de ganglio y bazo en los casos en los que hubo biopsia o
esplenectomia. Esta bien definido que en los casos de ALPS existe una expansién de la zona T
paracortical de ganglio linfoide, asi como una perdida de la arquitectura del tejido linfoide y esplénico
(Buckley et al. 1999).

En el caso A-l se analiz6 el bazo tras la esplenectomia observandose foliculos B reducidos,
casi inexistentes, el mismo hallazgo se encontré en ganglio como se observa en la Figura 5.7. En la
zona T se observaron gran cantidad de linfocitos con expresiéon aberrante de marcadores de células T
(pérdida parcial de la expresion de CD3 en estas células tanto en ganglio como en bazo, que marcan
con CD4 pero no con CD8). La expresién de CD20 en foliculos mostré una disposicion normal.

En el bazo del caso D el parénquima esplénico mostré una arquitectura normal con signos de
éxtasis cronico, con una hiperplasia moderada de la zona marginal y algin pequefio agregado
histiocitario. Se le extrajo y analiz6 ganglio en dos ocasiones en 2001 mostr6 hiperplasia B folicular
policlonal, que presento hiperplasia del area T con agregados de elementos mas inmaduros. En 2002
muestra una proliferacion linfoide maligna monoclonal lambda clasificada como linfoma B linfoblastico
tipo Burkitt.
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Ganglio Bazo Bazo

Figura 5.7. Hallazgos patoldgicos en pacientes con ALPS. Histopatologia de ganglio en el
paciente A-l donde se observa una perdida de organizacion tisular. Imagenes de bazo en
el paciente D donde se observa una infiltracion linfocitaria en pulpa roja. En la imagen de
bazo del paciente F-I se observa una arquitectura conservada.

En el caso E el andlisis anatomopatoldgico del bazo mostré infiltracion linfocitaria en pulpa roja,
CD20 que marca foliculos linfoides B, con perdida parcial de expresion de CD3, los linfocitos
infiltrantes se tifen mas débilmente que los del foliculo siendo negativos para CD8 negativo. En el
paciente F-1 se estudié el bazo tras esplenectomia el cual mostré una morfologia normal, con un

aumento en el nimero de macréfagos.
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6. Linfoproliferaciéon DP

6.1.  Descripcion del caso clinico

Estudiamos la evolucion de un vardn caucasico de 32 afios que ingresé en nuestro hospital en
1996 con un cuadro de insuficiencia respiratoria aguda (IRA), mal estado general, fatiga, fiebre alta,
tos, disnea, hemoptisis y sintomas extrapulmonares (artromialgias).

Lo que requiri6 ingreso, oxigenoterapia y tratamiento con altas dosis de corticoides. La
radiografia de térax y la tomografia axial computerizada (TAC) mostraron infiltrados bilaterales
cambiantes durante la crisis de IRA. La respuesta tanto clinica como radiologica a dosis altas de
corticoides (250-300mg Prednisona (PDN)) fue extraordinaria, como se observa en las Figuras 6.1.A.
B.yC.

El perfil citolégico del lavado brongueoalveolar (LBA) no presentd infiltracion eosindfila. Por
esta razén se descartd el diagnéstico original de una neumonia aguda eosinofilica. También se
descartaron otras causas como infecciones, consumo de drogas, fArmacos o colagenopatias. Estos
datos, junto al analisis anatomopatolégico de la biopsia de pulmén Figura 6.2.D.) permitieron el
diagnéstico de neumonia organizada con bronqueolitis obliterante de origen idiopatico (BOOP), no
detectandose ni hepatoesplenomegalia, ni linfoadenopatia en ninguna fase de la enfermedad.

Desde ese momento y durante los Ultimos diez afios ha referido multiples episodios de menor
intensidad (aproximadamente unos 40), similares a un sindrome gripal (distermia, fiebre elevada, tos,
artromialgias) acompafnados de disnea y presentando en ocasiones esputos hemoptoicos. Tres de
estos episodios han sido extremadamente graves (2000, 2003 y 2005), requiriendo ingreso en
cuidados intensivos.

A partir de la segunda crisis en el afio 2000, se instaurd un tratamiento con PDN y diferentes
regimenes de inmunosupresores, constatdndose que la Unica asociacion capaz de mantener
asintomético al paciente durante un periodo largo de tiempo (2000-2003) fue ciclosporina-A
(300mg/d), azatioprina (100mg/d) y PDN a dosis descendientes. Tras la Gltima crisis en enero de
2005, sigue un tratamiento con PDN 30mg/dia. No obstante el paciente va variando la dosis en
funcion de la sintomatologia, aumentandola hasta 60mg/dia. En la actualidad y desde hace cinco
meses esta siendo tratado de nuevo con la triple terapia. En general los cuadros se inician siempre
con prédromos de 24-48 horas de duracién de mal estar general, astenia, mialgias y fiebre alta 38-
39°C. Posteriormente aparece tos que acaba siendo hemoptoica. Los episodios graves siempre se
han encontrado asociados a una intensa hipoxemia.

En condiciones estables los gases en sangre son normales, manteniendo una funcion
pulmonar que solo muestra un ligero patrén restrictivo y un descenso minimo de la difusiéon de COs,.
Los episodios no se han relacionado nunca con una situacibn ambiental determinada.
Retrospectivamente se observa una estrecha relacion entre las crisis de insuficiencia respiratoria y la

disminucion de dosis de corticoides.
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Figura 6.1. Placas térax, TAC y biopsias. A. TAC que muestra mdltiples lesiones nodulares y
condensaciones diseminadas en parénquima pulmonar. B. Radiografia de térax
mostrando opacidades bilaterales cambiantes, particularmente en la base de los
pulmones. C. Imagen tras 12h del tratamiento con corticoides. D. Biopsia pulmonar
mostrando polipos intraluminales de tejido fibroblastico (Cuerpos de Masson),
histopatologia compatible con bronqueiolitis obliterante con neumonia organizativa
(BOOP). E. El patron histolégico de la biopsia de piel consiste en hiperqueratosis sin
presencia infiltracién celular. F. Extension de sangre periférica donde se observan
linfocitos de pequefio tamafio con contorno nuclear regular.

Desde el tercer episodio en 2003 hasta la fecha, el paciente ha mantenido una linfocitosis
media (8.000-10.000 cellssmm3). En todas las analiticas del periodo (2000-2006) se constata una
anemia con una concentracion media de hemoglobina de 100+/-9 g/L, (siendo el rango normal de
concentracion en un varén adulto 135-170 g/L). La media de leucocitos 19,8+/-3.1 x10° células/L se
encuentra aumentada comparada con el rango normal (3,80-11) x10° células/L. Existe desviacion
izquierda y una velocidad de sedimentacion globular (VSG) mayor de 80.

El sindrome anti-sintetasa es un trastorno no bien definido, poco frecuente, incluido hasta
ahora dentro de las miopatias inflamatorias idiopaticas y que cursa con manos de mecéanico. Desde el
punto de vista neumoldgico tiene una asociaciéon con un cuadro de afeccion pulmonar intersticial. El
paciente presentd lesiones cutaneas en ambas manos que fuero catalogadas como “manos de
mecanico”, se descartd la presencia de anticuerpos anti-sintetasa mediante precipitacion de RNAs.
Posteriormente, se realizé biopsia de piel no encontrandose infiltracién linfocitaria como se muestra
en la Figura 6.1.E. La extension de sangre periférica mostr6 una morfologia normal de las células,
ver Figura 6.1.F. No se detectaron anticuerpos contra el virus linfotrépico humano | (HTLV-I) ni Il

(HTLV-I), tampoco frente al virus de la inmunodeficiencia humana 1 (HIV-I) ni 2 (HIV-I).
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6.2. Evolucién de poblaciones en sangre periférica y en lavado broncoalveolar
(LBA)

El seguimiento y caracterizacion de las células DP del paciente en sangre y en LBA se realiz6
mediante citometria de flujo, con anticuerpos monoclonales especificos marcados con diferentes
fluorocromos.

Analizamos la evolucién de las subpoblaciones de células T en extracciones regulares durante
los ultimos cinco afios. Representamos los valores absolutos de cada una de ellas en la gréfica de la
Figura. 6.2., en la cual destaca el incremento de la poblacion T CD3+CD4+CD8+ a lo largo del
tiempo, tanto en porcentaje como en nameros absolutos. EI aumento de células DP se acentlia a
partir de la tercera crisis a comienzos del 2003. Esta progresion repercute en el incremento de la cifra
total de linfocitos CD3.
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Figura 6.2. Diagrama cronolégico de la evolucion de las subpoblaciones T del paciente. Las
diferentes crisis severas estan marcadas con una flecha y un numero (la primera crisis fue
en 1996). En la parte superior se muestran los tratamientos a lo largo del periodo. En el
eje de laizquierda en nimeros absolutos (Cls/mm3). En el eje derecho se muestra la pO,
la cual decrece en las crisis (triangulos abiertos) y muestra valores normales fuera de las
crisis (triangulos cerrados). * 2004.

La poblacién T CD3+CD4+CD8- disminuy6 con el tiempo hasta estabilizarse en un 2% del total
de las células CD3+ (102-196 linfocitos/mm3). El numero de células T CD3+CD4-CD8+ oscilé entre
un 1y un 8 % incrementandose en las Ultimas analiticas hasta un 33% (2620 linfocitos/mm3).

El resto de poblaciones linfocitarias, células B y células NK se han mantenido estables en
nameros absolutos. Encontramos niveles disminuidos tanto porcentualmente como en nudmeros
absolutos de linfocitos B que oscilaron en las diferentes analiticas entre un 1-3% (89-7
linfocitos/mma3), las células NKs CD56+ oscilaron entre un 1-4% (136-98mm3).

Presentamos el analisis retrospectivo de las poblaciones linfocitarias T en sangre periférica y en

LBA desde el primer episodio severo de insuficiencia respiratoria aguda en la Figura 6.3. Existen
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datos de las poblaciones linfocitarias T en tres LBAs coincidiendo con los episodios severos de
insuficiencia respiratoria. La obtencion del LBA se realizd por broncoscopia y las células
mononucleares se obtuvieron tras filtrado con fibra de vidrio.

El estudio de LBA perteneciente a la primera crisis se realizé en ausencia de tratamiento
corticoideo, las poblaciones linfocitarias en este LBA muestran proporciones similares a las que se
podria encontrar sangre periférica. Los otros dos LBA, se realizaron una vez el tratamiento corticoideo

fue instaurado, y se corresponden a la segunda y cuarta crisis.

CORTICOIDES

crisis ﬂ- ﬂ' ﬂ' E’

Enero 96 Abril 00 Marzo 03 Enero05  Febrero 05 Abril 05 Mayo05 Julio 05

INMUNOSUPRESORES
ttos

CD3+ 88% 98% ND 92% 71% 95% 90% 96%
CD3+CD4+ 50% 47% ND 52% 43% 45% 59% 58% L
B
CD3+CD8+ 33% 10% ND 34% 10% 40% 31% 27% A
CD3+CD4+CD8+ 0% < 41% > ND 11% 18% 0,3% 0,2% 0.2%
CD3+ ND 74% 87% 97% 98% 95% 91% 96% P
CD3+CD4+ ND 41% 10% 7% 2% 2% 2% 2% B
CD3+CD8+ ND 8% 44% 2% 1% 28% 12% 33% ;
CD3+CD4~+CD8+ ND 24% 45% 82% 95% 65% 7% 66%

Figura 6.3. Esquema de la distribucion de poblaciones linfocitarias en sangre y LBA. Las
flechas rojas muestran extracciones en el momento de crisis. Linea superior discontinua
indica el periodo de tratamiento con corticoides. Linea continua indica el periodo de tto
con inmunosupresores. ND. No determinado.

El analisis de las poblaciones linfoides en LBA en la segunda crisis mostro, que el 41% del total
de células del infiltrado correspondian una poblacion de células T CD3+CD4+CD8+.
Simultaneamente, el analisis en sangre periférica constaté la presencia de dicha poblacién DP en un
24%. Aunque el porcentaje de células DP en este LBA es el doble que en PBLs las proporciones de
células T simples positivas son similares.

En la cuarta crisis la poblacion DP era un 11% del infiltrado del LBA, mientras que el porcentaje
de células DP en sangre periférica era el 82% de las células CD3+, observandose una disminucion de
las poblaciones simples positivas CD4 y CD8 en sangre periférica. A comienzos del 2005 y
coincidiendo con la suspension del tratamiento con inmunosupresores (Azatioprina y Ciclosporina-A)
se analizaron las poblaciones linfocitarias en sangre periférica y LBA del paciente en cuatro
ocasiones, con una frecuencia de mes y medio entre cada una de ellas. En todas las extracciones de
sangre se encontrd la poblacién DP, la cual disminuyé desde un 95% (7062/mm3) tras la crisis, hasta
un 66% (3887/mm3). En LBA, solo se encontrd la poblacibn T CD3+CD4+CD8+ en la primera
extraccion tras la crisis, estando ausente en las analiticas posteriores. En PBLs siempre existe una

alta proporcion de células DP tanto en los momentos de crisis como fuera de ellos y es independiente
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del nimero de células DP en LBA. En LBA las células DP disminuyen fuera de los periodos de crisis y
los porcentajes de células CD3+CD4+CD8- y CD3+CD4-CD8+ en LBA son superiores a las que se

observan en linfocitos de sangre periférica.

6.3. Fenotipo de la poblacion en sangre periférica

La caracterizacion fenotipica completa de la poblacién linfocitaria de este paciente se llevo a
cabo a lo largo de toda la evolucién de la enfermedad. Debido al caracter anémalo de esta poblacién
linfocitaria se estudio la presencia de diferentes marcadores celulares, tanto inducidos por activacion,

como algunos que usualmente muestran expresion constitutiva.

6.3.1. Niveles de expresion de CD4y CD8ab en las células CD3+CD4+CD8+

Se realizé el estudio inmunofenotipico de células T procedentes de sangre periférica del
paciente, de donantes sanos y de timocitos derivados de timo extraido de pacientes que fueron
sometidos a cirugia cardiaca sin existencia de patologia inmune aparente. Para ello se tifieron con
anticuerpos monoclonales contra diferentes antigenos de superficie y posteriormente se analizaron
por citometria de flujo.

Las células tefiidas se representaron segun su tamafio y granularidad, lo que permitié
diferenciar y seleccionar las distintas poblaciones celulares (linfocitos, monocitos y granulocitos) en
diferentes ventanas para su posterior analisis. Las células en reposo del paciente mostraron
caracteristicas morfolégicas similares a los linfocitos procedentes de donantes sanos. Una vez
localizada por morfologia la ventana de linfocitos, sobre ella fue seleccionada la poblacién de
linfocitos positivos para CD3. Posteriormente se realizé el analisis en el histograma doble para los

marcadores CD4 y CD8, ver Figura 6.4.

Linfocitos donante sano Linfocitos paciente Timocitos
A. © B. - C.
» 1% * 84% * 87%

CD8

” n mn (L3 I 1 ir [ W L] L] o

CD4

Figura 6.4. Identificacion y cuantificacion de la subpoblaciones de linfocitos T CD4+y CD8+ de
sangre periférica de: A. Donante sano, B. Paciente y C. Timocitos. Cada punto
representa una célula marcada con un anticuerpo monoclonal anti-CD4 y/o anti-CD8. En
el eje de abscisas se muestran las células CD4+ y en el eje de ordenadas las células
CD8+. El porcentaje de células doble positivas se indica en el cuadrante superior derecho.
Resultados similares se obtuvieron en 3 experimentos independientes.
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Se determinaron los niveles de expresion de las moléculas de superficie CD3, CD4 y CD8 en
sangre periférica, mediante una medida relativa de la cantidad de moléculas expresadas en la
superficie celular, la media de intensidad de fluorescencia (MFI) en una poblacién linfoide mayoritaria
compuesta por linfocitos T CD3+CD4+CD8+. Los niveles de expresion de CD3 en la poblacién doble
positiva (11.44+/-2.85) son similares a los de una poblacién de linfocitos T de un DS, MFI (12.65+/-
1.86) (p>0.05).

La MFI de CD8 en las células doble positivas de sangre periférica muestra una expresion
equivalente a la que se encuentra en linfocitos CD3+CD4-CD8+ en donantes sanos (12,45+/-0,97 vs
14,98+/-3,93) (p>0.05). La intensidad para el correceptor CD4 de la poblacion doble positiva del
paciente es equivalente a la de las células CD3+CD4+CD8- de DS (MFI) (12,65+/-2,66 vs 16,45+/-
1,29) (p>0.05), como se detalla en la Tabla 6.1. Al comparar los linfocitos DP con timocitos DP
observamos que la MFI es muy inferior en esta Ultima tanto, para CD4 como en CD8. La MFI de CD4
y CD8 en timocitos es significativamente menor que en los linfocitos de sangre periférica, tanto en las
células DP como en las simples positivas. La expresion de los correceptores CD4 y CD8 se ha
analizado en todas las extracciones encontrandose variabilidad en el porcentaje de células pero no en

la intensidad de fluorescencia.

receptor “dngaglr:?es linfocitos . itgg  linfocitos DS p!ggr:tifeojs
analizado sano paciente vs paciente timocitos
CD3 12.65+/-1.86 11.44+/-2.85 3.84+/-1.52 NS p<0,01
CD4+(DP) N.D. 12.65+/-2.66 4.82+/-1.28 NS+ p<0,01
CD8+(DP) N.D. 12.45+/-0.97 5.07+/-1.34 NS+ p<0,01
CD4+ 16.45+/-1.29 17.75+/-3.50 6.30+/-2.46 NS p<0,01
CD8+ 14.88+/-3.93 16.90+/-4.36 4.46+/-1.91 NS p<0,01

Tabla 6.1. Media de intensidad de fluorescencia (MFI) de CD4 y CD8 en las subpoblaciones T.
Tabla donde se muestra la MFI como media +/- desv. stand de los receptores CD3, CD4 y
CD8 en diferentes subpoblaciones celulares del paciente, donantes sanos y timocitos.
N.D. No determinado. NS. No significativo. NS+ Comparacién entre CD4 de linfocitos DP
y de linfocitos SP del paciente.

Debido a que se han encontrado distintas situaciones patolégicas en las que los linfocitos T
CD3+CD4+CD8- pueden expresar el homodimero CD8aa generando un fenotipo doble positivo;
estudiamos por citometria de flujo la expresion de la cadena a y la cadena b del CD8 en esta
poblacion doble positiva, observando que la expresion de la cadena b del CD8 es homogénea y todas
las células DP expresan el heterodimero CD8ab. Tras el analisis de CD8 b en estas células podemos

decir que toda la poblacién DP expresa la cadena b del CD8 con la misma intensidad que lo expresan

células T CD4-CD8+ de donantes sanos como se observa en la Figura 6.5.
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Figura 6.5. Expresion de las moléculas CD8a y CD8b en los linfocitos CD3. Mediante citometria
de flujo se determino la expresion de membrana de las cadenas a y b del CD8. En el
donante sano se el 22% de las células CD3 expresan la cadena b, y en el paciente se
expresa en el 98,8% de las células CD3.

6.3.2. Andlisis de la expresion de las isoformas de CD45

El antigeno CDA45 juega un papel clave en la superficie celular en la regulacion de las sefiales
mediadas por el receptor de la célula T. Basicamente, la mayoria de las células T neonatales y las
células T adultas llamadas células virgenes, pertenecen a la subpoblacidon que expresa la isoforma
CD45RA+, mientras que la isoforma CD45RO+ la expresan las células T denominadas células de
memoria, que han sido previamente activadas y que responden bien a antigenos de recuerdo
(Clement 1992). Mediante citometria de flujo se determin6 en linfocitos CD3+ la expresion de las
moléculas CD45RA+ y CD45R0O+, con el objetivo de saber la distribucion de las isoformas y el estado
de maduracién de la poblacion doble positiva de linfocitos.

Los linfocitos T CD3+ del paciente mostraron un significativo aumento en el porcentaje de las
células que expresan la isoforma CD45RO+ respecto a los controles (98,28+/-0.66) vs (47,13+/-2,73)
(p<0,001), y un reducido numero de células con fenotipo CD45RA+ respecto a los niveles de los
donantes sanos (2,27+/-0.66) (46,48+/-1,86) (p<0,001), como se observa en la Figura 6.6.
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Figura 6.6. Expresién de CD45RO+ y CD45RA+ en linfocitos de sangre periférica. Histograma
doble en el que se muestra la distribucién de las isoformas CD45RA+ en ordenadas y
CD45RO0O+ en abcisas en células T CD3+ de sangre periférica en un donante sanoy en el
paciente. EI 97% de los linfocitos del paciente muestran fenotipo memoria.
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Las células CD45RO+ presentaban dos niveles de expresion, el de mayor expresion
comprendia aproximadamente un 46% de las células CD45RO+ y el de menor intensidad que

aproximadamente abarca el 53%, como se observa en la Tabla 6.2.

CD45R0O+
% MFI
Donante CD4 35,72+/-3,2 33,61+/-0,70
sano CD8 13,85+/-2,4  62,08+/-0,67

DP 46,61+/-0,8  47,08+/-1,48
DP(-) 53,38+/-1 4 8,83+/-0,57

Paciente

Tabla. 6.2. Media de intensidad de fluorescencia (MFI) de CD45RO en las poblaciones T.
Comparacion del porcentaje y la MFI de las células positivas para CD45RO+. DP.
Poblacion doble positiva. DP (-) poblacién doble positiva de menor intensidad.

La MFI de CD45R0O+ en células de donantes sanos CD3+CD4+ y CD3+CD8+ es diferente si la
comparamos con la de las células DP, ya que estas presentaban dos diferentes niveles de expresion.
La MFI de las células DP con mayor intensidad de fluorescencia muestra un valor intermedio respecto
a la MFI de las células CD3+CD4+ y las CD3+CD8+ de DS.

A. SANGRE LAVADO
PERIFERICA BRONQUEOALVEOLAR
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CD45-RO

Figura 6.7. Expresién de CD45RO+ las distintas subpoblaciones de células T del paciente. A.
Distribucion de CD4 y CD8 en sangre y LBA del paciente. B. Expresion de CD45R0+ en
células DP de sangre periférica, en linfocitos CD8 de LBA y en linfocitos CD4 de LBA del
paciente.
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El andlisis de los niveles de expresion de las isoformas de CD45 en las células de LBA mostré
al igual que en sangre periférica, que todas las células CD3+ expresan exclusivamente la isoforma
CD45R0. Realizamos un marcaje de cuatro colores para distinguir la diferente expresiéon de CD45R0O
en linfocitos de sangre periférica y poder relacionarla con la expresion de CD4, de CD8 o de ambos
correceptores. En el LBA, tanto las células CD3+CD4+ como las CD3+CD8+ expresan mayores

niveles de CD45R0O que en sangre como se observa en la Figura 6.7.

6.4. Marcadores generales de linaje celular

Durante el estudio de la poblacion T DP se analizaron marcadores de otras poblaciones
linfocitarias, asi como moléculas de adhesion presentes en las células T. No se encontraron
marcadores especificos de linaje de otras subpoblaciones linfoides como células NK (CD56 y CD57) y
células B (CD19) en los linfocitos DP del paciente. El marcador CD27 presente en diferentes linajes

celulares, se expresa de igual forma que en los linfocitos de donantes sanos, ver Figura 6.8.

\ = Paciente
CD56 [] Control isotipo

k=] Donante sano

CD19 - cD27

Figura 6.8. Expresién de CD57, CD56, CD19 y CD27 en los linfocitos CD3 del paciente y en DS.
El analisis de la expresién de marcadores de células B y NK mostr6 que los linfocitos del
paciente en estudio eran negativos para estos.

Analizamos la expresion de TRCalR+ y TRC?d+ en las células del paciente y donantes sanos.
El 99% de los linfocitos T CD3+ expresan TCRafR. Se analizaron marcadores caracteristicos de
linfocitos T, como CD2 y CD7 (marcador temprano del linaje T) encontrandose niveles de expresion

similares a los que expresa una poblacién T de un donante sano, como se muestra en la Figura 6.9.
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D Control isotipo
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TCRab
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Figura 6.9. Andlisis de la expresion de TCRaf3, TCR?d, CD7 y CD2. En el histograma de la
izquierda se muestra que las células CD3 del paciente expresan mayoritariamente
TCRal. Expresion de CD7 es similar a la de DS y la expresion de CD2 se encuentra
incrementada en las células del paciente.

El andlisis de la expresion de superficie del marcador CD5 se realiz6 en las células CD3+,

observandose una distribucion bimodal. Realizamos marcajes dobles con CD5 vy diferentes

marcadores, CD7, CD8, CD4, CD95 con la intencién de distinguir mediante otro marcador las

poblaciones CD5 positivas que mostraban diferente intensidad.
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CONTROL PACIENTE
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Figura 6.10. Estudio mediante citometria de flujo de la expresién de CD5. A. Expresién de la
molécula CD5 en linfocitos de sangre periférica del paciente y de un donante sano. B.
Doble marcaje con CD5 y CD95 en linfocitos CD3, a la izquierda se muestra el control de
isotipo, control sano y paciente.

El doble marcaje de las células CD3 del paciente con CD5 y CD95 indicé que las células que

expresan mas CD5 también expresan mayores niveles de CD95. En los DS también observamos la
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existencia de dos poblaciones respecto a la expresion de CD95, no obstante la expresién de CD5 de
distribuye homogéneamente, ver Figura 6.10.

En el proceso de homing, el receptor CD44 media interacciones entre los linfocitos y la luz
endotelial venosa, asi como en la extravasacién durante la inflamacion (Sanders ME et al, 1988)
(Drillenburg P 2000). Su expresion en la poblacién de linfocitos DP analizada fue normal al igual que

las moléculas de adhesién CD11a, y CD18, como se muestra en la Figura 6.11.

96.8% 99.8% | 98.3%

w * " . i
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CD18 CDl1lla CD44

Figura 6.11. Expresion de moléculas de adhesién linfocitaria CD18, CD11lay CD44 en linfocitos
CD3 del paciente. Mediante citometria de flujo se constaté que las células T del paciente
expresan

6.5. Andlisis de la expresion de moléculas de activacion (CD69, CD25 vy
HLA-DR) y de moléculas de adhesion

La activacion celular promueve la expresion de diferentes moléculas en la superficie celular.
Para definir el estado de activacién de los linfocitos T en reposo de este paciente analizamos los
siguientes marcadores de activacién, CD69, que se expresa de manera precoz, el antigeno
leucocitario humano HLA-DR que se expresa de forma mas tardia y la molécula CD25 (receptor de
alta afinidad para IL-2), de expresion intermedia (Miyano et al. 2001).

Para conocer la dinamica de expresién de estas moléculas tras la activacién, se realizaron
cultivos de células monucleares de sangre periférica del paciente y de DS. No se encontraron
diferencias en la expresion de CD69 entre las células T en condiciones basales del paciente y de
controles sanos. Tras la activacion in vitro durante cuatro horas con PMA e ionomicina analizamos la
expresion del marcador, el cual se expresaba en la mitad de los linfocitos T, al igual que en los DS.
Las células mononucleares de sangre periférica del paciente y DS no expresaban CD25 (cadena a
del receptor de la IL-2), ni HLA-DR, como se observa en la Figura 6.12. Para determinar que la
dinamica de expresion de estos marcadores era normal en los linfocitos DP, activamos in vitro las
células con PHA en presencia de IL-2 exdgena y analizamos la expresiéon de CD25 y HLA-DR por

citometria de flujo, observando una expresién correspondiente al estado de activacion.
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El Control isotipo
F No estimulo

p= Estimulo

CD69 CD25 HLA-DR

Figura 6.12. Anélisis de la expresion de moléculas de activacion. Expresion de CD69 en
linfocitos del paciente antes y después de ser estimulados con PMA e ionomicina.
Expresion de CD25 y HLA-DR en linfocitos del paciente previo y tras estimulaciéon con
PHA e IL2.

El receptor de la transferrina CD71 es esencial para el transporte de hierro en células que se
dividen activamente. La densidad de este receptor estd inversamente relacionada con la
disponibilidad de hierro, y se ha visto aumentada su expresion en células en proliferacién. CD71 se
expresa en células replicantes de todos los linajes hematopoyéticos y en algunos no hematopoyéticos
pero no en linfocitos en reposo, monocitos, granulocitos, y hematies (Sutherland et al. 1981).

Analizamos la expresion de esta glicoproteina de superficie antes y tras una estimulacién con
PHA e IL-2, cuando el paciente tenia una poblacién del 82% de células DP. El 10% de los linfocitos
expresaban CD71 en los linfocitos del paciente sin estimular. Tras cinco dias de estimulacion, el 94%
de las células CD3 expresan altos niveles de CD71. El 72% de los linfocitos CD3 son positivos tanto
para CD71 como para HLA-DR tras la estimulacion con PHA e IL-2, como se observa en la Figura
6.13. La mayoria de las células DP no expresan inicialmente CD71, pero son capaces de expresarlo

normalmente cuando las células comienzan a dividirse.
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Figura 6.13. Expresion de CD71 (receptor de la transferrina) en linfocitos CD3. A. Las células
del paciente previo estimulacion (linea punteada), tras cinco dias de estimulacion (linea
continua). Control isotipo en gris. B. Doble marcaje de los linfocitos CD3 tras estimulacion,
el 66% son positivos para ambos.
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6.6. Andlisis de moléculas coestimuladoras (CD28, CD80)

La proliferacion y diferenciacion de las células T requiere sefiales de moléculas
coestimuladoras expresadas en células presentadoras de antigeno, ademas de las sefiales inducidas
por el antigeno. La mayoria de las células CD4 expresan CD28 en su superficie en niveles bajos,
mientras que solo la mitad de las CD8+ lo hacen (Chen 2004). Analizamos la expresion de las
moléculas coestimuladoras y su papel en la homeostasis inmunolégica.

Tras estudiar mediante citometria de flujo la expresion de CD28 en los linfocitos T en reposo
del paciente y de donantes sanos no encontramos diferencias en su expresion. Tras estimular las
células en cultivo con PHA e IL2 durante cinco dias, realizamos un marcaje con anti-CD28 y anti-
HLA-DR, seleccionando los linfocitos T CD3+. El 98% de los linfocitos T del paciente expresan CD28

y HLA-DR tras la activacion, frente al 60% de expresion en DS, como se muestra en la Figura 6.14.

Donante sano Paciente
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Figura 6.14. Expresion de HLA-DR y CD28 en células CD3 del paciente y DS. Histograma doble
antes de estimular y tras una estimulacion con PHA e IL2. Previamente fueron
seleccionadas por tamafio, morfologia y expresién de CD3. Tanto en el paciente como en
el control aumenta la expresion de ambos marcadores tras la activacion.

Se analizaron mediante citometria de flujo los ligandos de CD28 en las células en reposo y tras
estimulacién. Previo a la estimulacion las células no expresan CD80 (B7.1) al igual que los DS. Tras
dos dias en activacién con PHA e IL2 aumenta la expresion de CD80 en los linfocitos del paciente y
no en los de DS, que lo expresan tardiamente en el dia ocho tras la activacion. También se
estudiaron la expresion de los receptores ICOS y CTLA-4, el inhibidor fisiologico de la activacion de la
célula T. No encontrandose expresados en las células en reposo, pero si tras estimular las células

durante 10 dias de cultivo, como se observa en la Figura 6.15.
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dias en cultivo con PHA e IL2,
mientras que las células de DS lo
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en células del paciente y de DS.
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de las células, siendo similar a la
expresion de los controles.
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6.7. Andlisis de la expresion de CD103 en los linfocitos del paciente

Las integrinas son heterodimeros transmembrana que unen componentes de la matriz
extracelular y a ligandos celulares. Las cuales median la adhesién celular, migracién y sefalizacion,
siendo importantes para la localizacién de los linfocitos T. Las integrinas son ademas moléculas
accesorias durante la estimulacion de las células T. La integrina CD103 (T-cell integrin,
alpha(E)beta(7)) fue la primera en ser identificada a través de su expresion selectiva en mas del 90%
de las células T CD8+ y aproximadamente en un 40-50% de los linfocitos T CD4+ en mucosa
intestinal (Hadley et al. 1999).

El porcentaje de linfocitos que expresan antigeno linfocitario de la mucosa CD103 fue
analizado en sangre periférica del paciente y de DS. La expresién también se analiz6 en LBA del
paciente en estudio y de pacientes con otros tipos de patologias respiratorias, a los cuales se les
habia realizado broncoscopia con diagnéstico de neumonia intersticial.

El 45% de los linfocitos T de sangre periférica expresaban CD103 siendo esta cifra
significativamente superior a lo que expresan los linfocitos de donantes sanos. El 80% de los
linfocitos de LBA del paciente expresaban CD103. La expresion en células de LBA en neumonias
intersticiales no superaba el 1%. Los linfocitos de sangre periférica del paciente mostraron un menor
porcentaje de células que expresaran CD103 que los linfocitos de LBA. Al analizar esta expresion en
la poblacién DP, no se encontré diferente distribucion de CD103 respecto a la observada en el total
de células T CD3+.
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Tras la estimulacién de PBMCs in vitro con PHA e IL-2 durante cinco dias, se observé un
incremento en la expresién de CD103, que pasaba de un 45% a un 60%, mientras que las células de
donantes sanos pasaban de un 3% a un 35%, como se observa en la Figura 6.16. El porcentaje de
células que expresan la integrina aER7 (CD103) se encuentra aumentado en la poblacién estudiada

de sangre periférica y LBA procedente de paciente.

6.8. Estudio de la expresion de receptores de quimiocinas en la poblacion
de linfocitos T DP

El perfil de expresion de los receptores de quimiocinas puede definir subpoblaciones
funcionales de linfocitos y proporcionar claves sobre la localizaciébn de estos en el tejido y sus
interacciones (Gutierrez-Ramos et al. 2000). En un intento de relacionar la patologia pulmonar con la
existencia de la poblacion DP presente en sangre periférica y en LBA durante las situaciones de
crisis, estudiamos la expresién de receptores de quimiocinas en los linfocitos de sangre periférica
mediante citometria de flujo.

Se realiz6 un estudio preliminar en el que se analiz6 el porcentaje de expresion de diferentes

receptores de quimiocinas en células CD4 del paciente y lo comparamos con las caracteristicas de
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expresion de la poblacion control CD4 de donantes sanos. Dado que la poblacién DP del paciente en
el momento del analisis era del 98% de los linfocitos T, realizamos el estudio sobre células positivas
para CD4. En la Figura 6.17. se representa el porcentaje de células CD4 que expresaron cada uno

de los receptores de quimiocinas, tanto en el paciente como en DS.

**k*

100 -
90 A
80 A
70 A
60 -
50 - B paciente
40 O control
30 A
20 A
10 ~

: R

CCR7 IL7TR CCR9 CCR5 CXCR5 CXCR4 CCR6 CCR4

% células CD4

Figura 6.17. Expresion de receptores de quimiocinas en células T CD4. Gréfico de barras en el
que se representa el porcentaje de células T CD4+ que expresan cada uno de los
receptores quimiocinas y citoquinas indicados en el eje de abcisas. En el momento del
andlisis las células DP del paciente eran el 98% de las los linfocitos T, ***(p<0,01).

Los niveles de expresion de CCR7 y del receptor de la interleuquina-7 (IL-7-R) fueron similares
en las células del paciente y en DS, mostrando ambas una expresiéon por encima del 80%. La
expresion de CCR9, CCR5 y CXCR5 en las células CD3+CD4+CD8- del paciente fue negativa, al
igual que en células de donantes sanos. En cambio, encontramos diferencias de expresién entre las
células T CD4+ de DS y del paciente en tres de los receptores de quimiocinas analizados. El 85% de
células CD4+ del paciente expresaban CXCR4, mientras que en el DS lo expresan el 40% de las
células. Datos similares se observaron en la expresion de CCR4. No obstante, el dato mas llamativo
fue que el 97% de las células T CD4+ del paciente expresaban CCR6 frente al 14% de expresion en
células T CD4+ de DS; en el analisis del porcentaje de expresion de estos tres receptores
encontramos diferencias muy significativas (p<0,01) entre el paciente y los DS.

Para constatar los resultados anteriores se analiz6 de nuevo la expresién de receptores de
quimiocinas en las subpoblaciones de células DP, células CD3+CD4+ y CD3+ CD8+ del paciente y
de DS. Se utilizaron diferentes combinaciones de anticuerpos que nos permitieron estudiar la
expresion de los receptores de quimiocinas en la poblacion de células DP del paciente. Las células
que previamente fueron seleccionadas por la expresion de CD3, se analizaron en un histograma
doble para CD4 y CD8. Ver Figura 6.18.
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Figura 6.18. Anédlisis por citometria de marcadores de superficie CCR6, CCR4 y CXCR4 en

diferentes poblaciones de células T del paciente y de un DS. A. La expresion de

CCR6 en todas

las subpoblaciones de células del

paciente esta aumentada

significativamente frente al control, sobre todo la DP. B. La expresion de CCR4 en las
células DP estd aumentada respecto al control. C. La expresion de CXCR4 en los
linfocitos DP es del 99%, estos niveles de expresion son similares a los de las células

CD8, tanto del paciente como del control.

encontrd alterada respecto a una poblacion de células CD3+CD4+ de DS.

paciente lo expresan en un 70%, mientras que en las poblaciones de DS no super6 el 9%. Respecto
a la expresién de CCR4, lo expresaron el 38% de las células DP y el 62% de las células CD3+CD4+

del paciente. La expresion de CCR4 en las células CD3+CD4+CD8- de donantes sanos era del 21%.

CXCRA4. Resultados similares se encontraron en la expresion en CD3+CD8+ de donantes sanos, con

una expresion del 97%. La expresion en CD3+CD4+ en donantes sanos era de un 30%, mientras que

en la misma poblacién del paciente se observo un 72% de expresion.
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La expresion de CCR6 en las células DP del paciente fue del 95%, las células CD3+CD8+ del

El 99% de las células CD3+CD4+CD8 y el 100% de las CD3+CD8+ del paciente expresaron
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6.9. Estudios funcionales

6.9.1. Proliferacion celular

Tras la fase de activacion en los linfocitos T se dan importantes cambios, uno de ellos es la
proliferacién que lleva a una expansion y a la amplificacién de la respuesta. Analizamos la capacidad
proliferativa de las células del paciente en presencia de estimulos mitégenos policlonales como
concanavalina-A (ConA), fitohemaglutinina (PHA), mitégeno Pokeweed (PWM), anti-CD3 y los
superantigenos enterotoxina del Staphylococcus A (SEA) y B (SEB). Tras 48 horas en cultivo,
medimos la proliferacion como la incorporacion de timidina tritiada [3H], los datos se muestran en la
Figura 6.19.
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Figura 6.19. Gréafico que muestra el ensayo de proliferacion en presencia de diferentes
estimulos mitogénicos tras 48 horas de cultivo de PBMC. Se indican los valores de
proliferacion (c.p.m.) expresados como la media de incorporacion de timidina de células
mononucleares del paciente y de controles sanos de tres ensayos independientes. Se
encuentran diferencias significativas en la proliferacion frente a PHA, PWM y anti-CD3
entre el paciente y donantes sanos. ** (p<0,05); *** (p<0,01).

La respuesta proliferativa de las células del paciente en presencia de PHA fue
significativamente menor a la que mostraban las células de DS. No obstante, la proliferacion
mostrada en tres ensayos independientes en presencia PWM fue siempre superior por parte de las
células del paciente. Independientemente del porcentaje de células DP en el momento de cada
ensayo, la proliferacién en respuesta a anti-CD3 siempre estuvo aumentada respecto a la de los
controles.

Los corticoides son drogas inmunosupresoras, pudiendo ser responsables de la disminucién de
la proliferacién frente a PHA, por esta razén paralelamente a los ensayos realizados con DS se
incluyeron en el ensayo pacientes tratados con PDN, no existiendo diferencias entre la proliferacion

de estos y la de DS. Pensamos que la falta de proliferacién tras el estimulo PHA podria deberse a
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una temprana proliferacion que no permitiera una correcta incorporacion de timidina en un cultivo de
48h. Para descartar esta posibilidad se realizaron cultivos a 24, 48 y 72h, con cuatro diferentes dosis
de PHA (1:4, 1:8, 1:32, 1:64) y de forma paralela se realiz6 el ensayo de proliferacién en presencia de
tres diferentes dosis de anti-CD3 (1:10, 1:20 y 1:40) (Figura 6.20.).
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Figura 6.20. Proliferacion celular frente a PHA y anti-CD3. Respuesta proliferativa frente a
diferentes dosis de PHA (1:4, 1:8, 1:32, 1:64) y de anti-CD3 (1:10, 1:20 y 1:40) en cultivos
de 24, 48 y 72h de PBMC de sangre periférica del paciente, de DS y de pacientes
tratados con PDN. Expresados en cuentas por minuto (c.p.m.) x10° NE. No estimulado. **
(p<0,05); *** (p<0,01).

En cultivo a 24h se verific6 la disminucion significativa de proliferacion de las células del
paciente a cuatro diferentes concentraciones de PHA comparado con las células de donantes sanos.
El resultado obtenido de la proliferacion con anti-CD3 mostré que las células del paciente proliferaban
méas del doble que los DS en un cultivo de 24 h, observandose este fendmeno con todas las
concentraciones de anti-CD3. El resultado del cultivo a 48h y a 72h con diferentes dosis de PHA
mostré la misma dindmica que el anterior, a ninguna concentracién las células del paciente superaron
las 40.000 c.p.m. La respuesta de las células del paciente a anti-CD3 en los cultivos a 48h y 72h fue

similar al de los controles.
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La mayoria de los receptores de la superficie celular implicados en el reconocimiento del
antigeno por las células T y en los subsecuentes eventos de sefializacién son glicoproteinas. La PHA
estimula la mitosis en diferentes estirpes celulares por su unién a N-acetil-D-glucosamina (Saveriano
et al. 1981). El hecho de que las células del paciente tuvieran una proliferacion disminuida frente al
mitégeno PHA nos hizo pensar que cabia la posibilidad de que un defecto en la glicosilacién estuviera

impidiendo una correcta unién del mitégeno y la posterior proliferacion celular.

Donante sano Paciente
62% 79%
i &
ConA
59% 79%
: #
o ~
[a)
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Figura 6.21. Analisis de la unién de células del paciente y DS a ConA y PHA. Todas las células
CD3 tanto del control como del paciente se unen a ConA'y PHA.

Para descartar un posible defecto que impidiera la correcta union entre PHA y N-acetil
glicosamina, utilizamos PHA marcada con el fluorocromo alexa-488 y mediante citometria de flujo
analizamos la union de las células del paciente a PHA y a ConA. Debido a que la proliferacion frente
a ConA de las células del paciente fue similar a la mostrada por células de DS, utilizamos ConA
marcada con alexa-488 como control positivo de unién. Las células T del paciente se unen con la
misma intensidad a PHA y a ConA que las de un DS, como se muestra en la Figura 6.21.

Pensando en la posibilidad de que la proliferacién frente a PHA fuera dependiente de IL-2 en
las células de este paciente, se realizé un ensayo de proliferacion en presencia de IL-2 exdgena y

PHA y solo con PHA, no observandose cambio alguno en ambas condiciones, Figura 6.22.
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6.9.2. Expresion de CD40 ligando tras induccién con PMA e ionéforo

La molécula CD40L (CD154) es una molécula de la familia del TNF que se encuentra
expresada principalmente en linfocitos CD4+ activados y en muy baja proporcién en linfocitos CD8+,
mastocitos, basdfilos y plaquetas (Roy et al. 1993).

Para determinar si las células DP eran capaces de expresar CD40L, PBMC de DS y del
paciente fueron estimuladas durante 6 h en ausencia o presencia de forbol miristato acetato (PMA) e
ionomicina a 37°C y 5% de CO,. Posteriormente, se tifieron con anticuerpos monoclonales utilizando
un panel de 3 colores (CD3-FITC/CD40L-PE/CD8-ECD). Como control positivo de la estimulacion se
utilizé la expresion del marcador temprano de activacion CD69. Generalmente tanto el PMA como la
ionomicina inducen una prolongada “downregulacion” del receptor CD4, por esta razon
seleccionamos las células T no CD8 (CD3+CD8-) para analizar de la expresion de CD154.

Tras la estimulacién analizamos la expresion de CD40L en células de un DS, para ello
seleccionamos las células T negativas para el marcador CD8, observando que toda la poblacion
seleccionada expresaba CD40L. Por el contrario, la poblacién positiva para CD8 no expresaba
CD40L. En el paciente obtuvimos un resultado diferente al de los DS, ya que las células positivas
para CD8 expresaron CD40L, como se observa en la Figura 6.23. La expresion de CD4 disminuye
tras la estimulacion, no obstante y debido a que los linfocitos del paciente son mayoritariamente DP,
dicha poblacion sigue siendo positiva para CD8. Por lo que las células CD8 positivas para CD40L

muestran caracteristicas funcionales de células T CD4.

A.
PACIENTE DONANTE SANO
" 22% | 75% " 53% | 37%
- I -‘-_f - | L‘;ﬂ;..., | I__F
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o .
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CD40L

Figura 6.23. Analisis de la expresién de CD40L mediante citometria de flujo tras la
estimulaciéon con PMA e ionéforo. A. Histograma donde se seleccionan en el
recuadro en verde las células CD8+ y en el azul las células CD4+ de un DS y del
paciente. B. Histograma donde se representa la expresion de CD40L tanto en la
poblacion CD8+ (verde), como en la CD4+ (azul) en el paciente y en un DS.
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6.9.3. Expresion de perforina

El hecho de que la poblacién celular aqui analizada coexprese CD4 y CD8 hizo que tras
estudiar su capacidad funcional como célula T helper, quisiéramos analizar su también su capacidad
citotéxica. Un linfocito T citotdxico (CTL) maduro contiene granulos preformados en su citoplasma,
portadores de perforina y granzimas. El proceso de degranulacién de los CTL depende de una
estimulacion adicional a partir de su receptor de antigeno. La proteina perforina es uno de los
componentes de estos granulos, y es crucial en la induccion de apoptosis por este sistema
(Voskoboinik et al. 2006).
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Figura 6.24. Expresion de perforina en linfocitos del paciente y de un DS. El 9,7% de las células
CD3 son positivas expresan perforina 'y corresponden al porcentaje de células CD8 en un
DS. Los linfocitos T del paciente son negativos para la expresion de perforina, mientras
que sus células NK expresan este marcador con normalidad.

Analizamos por citometria la expresion de perforina y CD3 en los linfocitos de este paciente y
en DS. En DS la perforina se expresa en células CD8 y en células NK. Las células T positivas para
perforina corresponden a las células CD8, mientras que las células positivas para perforina y
negativas para CD3 corresponde a las células NK. Observamos en la Figura 6.24. que ningln

linfocito T del paciente se tifien con perforina.

6.9.4. Analisis de la induccién de apoptosis via FAS

En el sistema inmunoldgico, la apoptosis es un rasgo esencial para la educacion de los
linfocitos en érganos linfoides primarios a través de la seleccion negativa y positiva de las células
potencialmente auto-reactivas, y para la funcion efectora de las células citotdxicas que usaran
distintos métodos para desencadenar la apoptosis en células diana.

Evaluamos la capacidad apoptdtica de las células DP tras ser estimuladas durante una
semana, para generar blastos y posteriormente inducir la apoptosis con el anticuerpo anti-Fas
(CH11). Pasadas 20 horas tefiimos con anexina-V y analizamos su expresion por citometria de flujo.
El resultado mostré que esta poblacién sigue la misma dinamica de muerte que las células de un

donante sano. En estas células no se detectd ninguna resistencia a la apoptosis, encontrdndose que
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aproximadamente el 52% de las células se tefiian con anexina-V, como se muestra en la Figura 6.25.

De este modo descartamos una acumulacion por fallo la via FAS de muerte celular programada.

Figura 6.25. Andlisis de la |.
induccion de apoptosis via
Fas. Expresién de anexina-V en
linfocitos del paciente tras inducir
la  muerte celular con el
anticuerpo anti-FAS. El
porcentaje de apoptosis de las
células del paciente es del 52%,
valor similar al encontrado en
donantes sanos.

[T Sin anti-Fas

= con antiFas

AnnexinesV —478@8 ——

6.10. Efecto de la prednisona en la viabilidad de células activadas con PHA

Las hormonas glucocorticoides (HGC) se incluyen dentro de las drogas inmunosupresoras mas
potentes. Ademas las HGC inducen apoptosis tanto en lineas T linfoblastoides derivadas de linfocitos
humanos como en linfocitos humanos maduros (Scudeletti et al. 1999).

Estudiamos la sensibilidad de los linfocitos T a sufrir apoptosis en respuesta al corticoide de
tratamiento en el paciente (prednisona) para lo cual realizamos cultivos a diferentes dosis de PDN
con el objetivo de saber si existia alguna diferencia de sensibilidad a la apoptosis entre las células del
paciente y las de DS. La PDN incrementa significativamente la apoptosis en células de sangre
periférica separadas y activadas in vitro con PHA de la misma forma en el paciente y en los controles,
como se observa en la Figura 6.26. Existe un incremento de apoptosis en células del paciente

respecto a los controles a concentraciones intermedias de 8 y 10 ng/mL, pero la diferencia no es
significativa.
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Figura 6.26. Andlisis de la apoptosis inducida por el tratamiento de Prednisona en linfocitos
activados. PBMCs del paciente y de DS fueron estimuladas durante una semana con
PHA e IL-2, posteriormente fueron tratadas in vitro con dosis crecientes durante 20 horas.
El porcentaje de apoptosis se cuantifico como el porcentaje de células positivas para

anexina-V. El ensayo se realizé por triplicado, no encontrandose diferencias significativas
entre el paciente y los DS.
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6.11. Estudio del sistema inmune humoral. Otros parametros inmunolégicos

Los niveles de inmunoglobulinas en suero se determinaron por nefelometria en todas las
analiticas, en todas ellas los valores estaban dentro de los rangos normales (Tabla 6.3). En cambio,
los niveles de IgE estaban muy elevados al comienzo de las manifestaciones clinicas con valores
superiores a 2000 Ul/ml, que disminuyeron hasta valores dentro de la normalidad (52 Ul/ml) en la
actualidad. El factor reumatoide y las proteinas del complemento, C3 y C4, asi como la actividad de

este mostraron valores normales.

Tabla 6.3. Pardmetros inmunolégicos, * se expresa (media +/- devst) de todas analiticas.

Prueba Paciente* Rango normal
lgG  786+/-113  mg/dl (723-1685)
IgA 137+/-50 mg/dl (69-382)
IgM 157+/-28 mg/dl (40-230)
IgE (12 analitica) >2000 U/ml (3-160)
IgE (dltima analitica) 52 U/ml (3-160)
CH50 40+/-6 (25-65)
C3 146+/-37 mg/dl (85-193)
C4 32+/-5 mg/dl (12-36)

FR <20

ANAs neg

Anti-Musculo liso neg
Anti-Mucosa gastrica neg
Anti-Mitocondrias neg
Anti-Sintetasa neg
Anti-MBG neg

ANCA neg

Las vasculitis sistémicas constituyen un grupo de enfermedades autoinmunes caracterizadas
por la inflamacién y necrosis de los vasos sanguineos con muy diversas formas de expresion
(Manganelli et al. 2006). En muchas de ellas se ven afectadas vias respiratorias altas junto con
sintomas propiamente pulmonares por lo que se analizaron la presencia de anticuerpos
antinucleares, anticuerpos anti-citoplasma de neutréfilo, y anticuerpos anti-membrana basal
glomerular en el suero del paciente siendo todos ellos negativos. Dado que el paciente ha mostrado
durante afios lesiones en las manos (manos de mecanico) caracteristicas del sindrome anti-sintetasa,
se descart6 la presencia de anticuerpos anti-sintetasa por ELISA y por inmunoprecipitacion de RNAs,

siendo por ambas técnicas negativo.

6.12. Analisis de los niveles de circulos de reordenamiento del TCR

Existen evidencias que indican que la timopoyesis contindia a lo largo de la vida, a pesar del

progresivo reemplazo que sufren los diferentes espacios anatdémicos timicos por grasa en la vida
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adulta. Aunque la timopoyesis provee continuamente a la periferia de linfocitos T con fenotipo virgen o
“naive” al sistema inmunitario, la frecuencia de estos linfocitos T se reduce a medida que se
incrementa la edad (McFarland et al. 2000). Las células que emigran del timo pueden ser
identificadas por la presencia de pequefios fragmentos de DNA que se generan durante el
reordenamiento de la cadena a del TCR del linfocito T y que se denominan TRECs (signal join T cell
receptor excision circles, por sus siglas en inglés). Estos circulos estan presentes en forma de ADN
episomal, y se forman al excindirse y circularizarse el gen ddel TCR, que originalmente esta insertado
en el gen que codifica para la cadena a del TCR. Los TRECs no se replican durante la mitosis, por lo

que se diluyen progresivamente tras la division celular.
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Figura 6.27. Niveles de TRECS en donantes sanos y en las células del paciente.

Analizamos la presencia de TRECs en la poblacién T del paciente y lo comparamos con los
niveles de TRECs presentes en DS del mismo rango de edad. Aunque los niveles de TRECs son
bastante variables entre individuos sanos como indica la desviacion estandar en la Figura 6.27., los
bajos niveles de TRECs que mostraron los linfocitos del paciente en repetidas ocasiones sugerian
una expansion a nivel periférico, mas que una salida masiva de células timicas a periferia. No
obstante, a parte de la produccién timica otro tipo de factores determinan el contenido de TRECs en

las poblaciones linfocitarias T como es la division y la muerte celular.

6.13. Estudio del repertorio Vb y gdel TCR

Durante el proceso de maduracion linfoide, los genes del TCR llevan a cabo un proceso
fisiolégico de recombinacién y mutacion que dara lugar a secuencias de ADN especificas para cada
célula. Este proceso no solo tiene lugar en todas las células T maduras, sino que también ocurre en
proliferaciones malignas. Durante el proceso se dan dos pasos consecutivos, el reordenamiento D-J y
el posterior reordenamiento de la regidon V con D-J produciéndose una multitud de combinaciones
para el reordenamiento V-(D)-J (base de la diversidad inmunolégica). La consecuencia de este
proceso es que cada célula T mostrara una Unica combinacion de TCR en su superficie. Segin lo

cual, una poblacion linfoide policlonal estara caracterizada por una heterogeneidad en cuanto a sus
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secuencias V-(D)-J en estos loci y una poblacion monoclonal estaria caracterizada por una
homogeneidad en las mismas. Por lo que, el andlisis molecular de la diversidad de las cadenas by g
del TCR es una importante herramienta para conocer la clonalidad en proliferaciones de células T
(Krangel et al. 1998).

La citometria de flujo posibilita el andlisis del repertorio del TCR mediante anticuerpos que
reconocen diferentes familias TCR-V-b y que cubren aproximadamente el 70% del repertorio de los
linfocitos T. Estos estudios permiten ademas la deteccién de clonalidad en las expansiones del
repertorio del TCR, ya que los reordenamientos clonales modifican cuantitativamente el repertorio.
Realizamos una primera aproximacion mediante citometria de flujo para el andlisis del repertorio Vb
del TCR en las células DP del paciente. Para ello se utilizé un panel de anticuerpos monoclonales
estandarizado para el estudio de clonalidad en células T.

El analisis por citometria de flujo de las células T del paciente mostr6 que ninguno de los
anticuerpos monoclonales del panel utilizado identificaba la poblacion linfocitaria T mayoritaria DP. La
suma del porcentaje de células positivas para cada una de las 24 familias Wb estudiadas fue de un
2.5%, en lugar del 70%, como se observa en la Tabla 6.4. Estos datos sugirieron que la poblacién
mayoritaria de células T en este paciente no estaba siendo detectada con los anticuerpos utilizados.

Tras obtener los datos de citometria sugiriendo la posibilidad de una poblacién
mayoritariamente clonal realizamos estudio molecular del reordenamiento de las cadenas by g del

TCR mediante técnicas de biologia molecular (van Dongen et al. 2003).

Tabla 6.4. Porcentaje de células positivas para
cada una de las familias Vb del TCR en células
T del paciente y de donantes sanos. DS.

Familia %DS % Paciente
Vb 53 1.1 0,17
Vb 7,1 2,7 0,09
Vb 3 3,85 0
Vb 9 2,87 0,63
Vb 17 5,32 0,07
Vb 16 0,77 0
Vb 18 1,21 0,44
Vb 51 4,44 0
Vb 20 2,08 0
Vb 131 3,59 0,17
Vb 13,6 1.84 0,05
Vb 8 3,56 0
Vb 52 1,44 0,07
Vb 2 9,39 0,14
Vb 12 1.85 0,02
Vb 23 1,04 0,054
Vb 1 2,87 0
Vb 21,3 1,95 0,29
Vb 11 1,03 0
Vb 22 4,65 0
Vb 14 3,29 0
Vb 13,2 2,78 0,14
Vb 4 2,23 0
Vb 7,2 1,08 0
Total *66,93 2,334
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Tres reacciones de PCR multiplex amplifican el gen TCR-g Las combinaciones de primers son
elegidas dentro de las regiones de las diferentes subfamilias V y J. El protocolo TCR-g PCR muestra
una sensibilidad diagndéstica del 90% para detectar clonalidad en el linaje T. De la misma forma con
primers especificos se analizaron las diferentes familias b del TCR. Encontramos que los
reordenamientos de las cadenas b y g del TCR mostraban un patron clonal en muestras del paciente

desde el afio 2003 hasta la actualidad, como se observa en la Figura 6.28.
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Para conocer las caracteristicas de distribucién de las diferentes familias Wb del TCR de los
linfocitos T de este paciente se realizé el analisis TcLandscape, que consiste en el analisis de la
expresion de 26 genes de las cadenas del TCR, el cual genera dos tipos de datos; cuantitativos y
cualitativos. Los datos cuantitativos representan la valoraciéon de la PCR cuantitativa para cada una
de las familias de cadenas Vb del TCR. Los datos se expresan como copias de cDNA o como el ratio
cuantitativo Vb/HPRT (hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa).

Los datos cualitativos consisten en el porcentaje de alteracion del patrén de distribucion de la
longitud de CDR3. El analisis se realiza a través de los siguientes softwares. El software
Immunoscope genera la distribucidn de perfiles de longitud de CDR3 en aminoacidos de cada una de
las familias de Vb, segun el cual se puede saber si la distribucion de cada una de las cadenas Vb se
distribuye de manera clonal o policlonal. El perfil encontrado en la poblacién estudiada mostré tres
familias VWb con la misma longitud, lo que confirmé los datos previos que habian mostrado un
reordenamiento clonal. La distribucion de longitudes del resto de familias Wb sigue una dinamica

gaussiana, como se muestra en la Figura 6.29.
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VB1 VB2 VB3 VB4 VB5.1 VB52  VB6.1
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Figura 6.29. Analisis Immunoscope donde se muestra la distribucién de las diferentes
longitudes de CDR3 de cada una de las familias Wb del TCR. Las familias VB6.1,
VB6.5 y VB13.1 (en rojo) muestran la misma longitud de reordenamiento, mientras que el
resto tienen reordenamientos policlonales u oligoclonales.

El software TcLandscape genera una aproximacion visual de la suma de alteraciéon del RNA

mensajero de cada Vb. Cada pico corresponde a un transcrito del TCR con una longitud del CDR3

dada, la elevacion del pico indica la existencia de una expansién clonal, y los colores representan el

porcentaje de alteracion. El patron de la poblacién analizada mostrd tres reordenamientos clonales

principales, siendo uno de ellos cuantitativamente muy superior en el nimero de copias de cDNA, el

cual corresponde a la familia W13.1, junto a otros dos minoritarios de las familias W6.1 y Vb6.5,

como se observa en la Figura 6.30.
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Figura 6.30. Andlisis Landscape consistente en una representacion grafica integrando los
datos cualitativos y cuantitativos de las alteraciones del TCR. En el eje de las X se
muestran las diferentes familias Vbeta analizadas, en el eje de las Y se indica la
distribucién de longitud de CDR3 y en el eje de las Z se muestra el ratio de transcritos
VB/HPRT. Los colores representan el porcentaje de alteracion (desde el verde para
perfiles gaussianos hasta el rojo para perfiles alterados). El principal reordenamiento
detectado pertenece a la familia VB13.1 y muestra un alto grado de alteracién. Existen
otros dos reordenamientos de las familias VB6.1 y VB6.5.

6.14. Estudio citogenético: Cariotipo espectral (SKY)

El andlisis citogenético convencional consiste en el estudio de las alteraciones cromosémicas
en las metafases de células obtenidas tras el cultivo "in vitro" a corto plazo. El estudio de la
morfologia de los cromosomas, tefiidos fundamentalmente con bandas G (Tripsina-Giemsa), permite
detectar en un Unico experimento, tanto las alteraciones numéricas (monosomias, trisomias, etc.),
como las estructurales (translocaciones, inversiones, deleciones, etc.) presentes en todo el genoma.
El resultado del estudio citogenético clasico en células de sangre periférica del paciente demostré una

poblacién clonal con las siguientes alteraciones 46 XY/45,-Y,Xg+der(8),-11,11q+,14q9-.

Para conocer mas especificamente las alteraciones cromosémicas de las células en estudio
realizamos un cariotipo multicolor o espectral (SKY) que consiste en marcar el DNA de cada
cromosoma con uno o varios fluorocromos, de manera que el espectro de emision de cada

cromosoma sea Unico y diferenciable de los demas.
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Figura 6.31. Analisis citogenético mediante cariotipo espectral multicolor (SKY). A. Cariotipo
espectral multicolor, donde se observan mdltiples translocaciones cromosomicas. El 25%
de las células mostraron un cariotipo normal, 46,XY. Mientras que el 75% restante
45,1(X;14)(928;911.2) ,Y,i(8)(q10), del(11)(q13), der(11)t(X;11;14)(9?;923;911.2). B.
Detalle de las principales alteraciones, isocromosoma 8, delecion del brazo largo del
cromosoma 11, una translocacion triple entre los cromosomas X, 11 y 14 y translocacion
reciproca entre los cromosomas Xy 14.

Con esta técnica mas sensible que el cariotipo convencional se han podido caracterizar
correctamente translocaciones complejas, lo que ha permitido identificar un gran numero de nuevas
alteraciones cromosomicas. El cariotipo espectral multicolor (SKY) detecté ademas de un 25% de
células normales con cariotipo XY, la presencia de un clon celular de 45 cromosomas (debido a la
pérdida del cromosoma Y) con alteraciones estructurales. Dentro de estas anormalidades se
encuentran algunas de las frecuentemente asociadas con T-PLL, como son la presencia de
isocromosoma 8, translocacién reciproca entre los cromosomas X y 14, una delecion del brazo largo
del cromosoma 11 y una translocacién triple entre los cromosomas X, 11 y 14, como se observa en la
Figura 6.31.
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6.15.

Estudio genético

Previo a los estudios hematologicos y citogenéticos, el estudio de esta poblacion DP nos
plante6 varias hipotesis sobre su origen. Los correceptores CD4 y CD8 tienen un importante papel
durante la seleccion timica, aunque el rol preciso y su implicacion en la seleccién positiva y negativa
estén aun sin resolver. No obstante, su importancia en la modulacién de la union del ligando al TCR y
la aproximacion de la tirosin kinasa p56ick al complejo CD3 esta demostrada (Zamoyska 2003). En
términos de seleccién positiva, es de particular importancia un motivo localizado en la membrana
proximal de la cadena alfa del TCR denominado “connecting peptide motif” CPM el cual consta de
una secuencia de siete aminoacidos altamente conservados, y que solo est4 presente en las células
TCRab.

Los timocitos de ratones que expresan CPM mutante sufren un defecto en la seleccién positiva,
mientras que la seleccidon negativa no se encuentra afectada. Apareciendo una alta proporcion de
células DP en periferia. Pensamos que la poblacién DP presente en la periferia de este individuo
podria haber tenido su origen como consecuencia de algun defecto durante el proceso de seleccion
positiva. No obstante, no encontramos ningin defecto en la secuencia del CPM de la cadena alfa del

TCR, como se observa en la Figura 6.32.
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Figura 6.32. Analisis de la secuencia de la region constante de la cadena alpha del TCR. La
zona ampliada corresponde a la secuencia del “connecting peptide motif". En la parte
inferior izquierda se muestra el electroferograma de la secuencia directa y a la derecha de
la reversa del paciente.
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La segunda hipétesis para justificar la existencia de los dos correceptores en una célula T

INTRON 1

variacién respecto a muestras control, como se observa en la Figura 6.33.

Fragmento silenciador CD4

CD4 enhancer

Promotor CD4

Secuencia core (165-257aa)

Secuencia directa

Secuencia reversa

madura fue pensar que, tal vez uno de los receptores (CD4 o CD8) estuviera desreprimido en el otro
tipo celular. Este mecanismo es bien conocido en la represion del CD4 en las células CD8 maduras,
debido a la existencia de una region silenciadora del CD4 a la cual se unen diferentes factores de
transcripcién, que en Ultimo término van a hacer que la expresion de CD4 esté reprimida en las
células CD8. Se ha visto en modelos murinos, que mutaciones en lugares concretos del silenciador
CD4 resultan en una desrepresion parcial de correceptor CD4 en linfocitos CD8+ maduros. Mientras
gue mutaciones compuestas o una completa delecion del silenciador del CD4 dan lugar a un fenotipo
DP en periferia El silenciador del CD4 es una secuencia altamente conservada, en la cual no existen

polimorfismos simples (SNPs). Secuenciamos este segmento génico conservado, no encontrando

ACATCCCGCGGCTGGGCTTGA GTGGGCTGCTTGGGGGT TATGGGGAGAAGATAAAAGTGCCTGTGG GACCACA GACTCTCGCTGTGGTGGAGCTGGGC

Figura 6.33. Analisis de la secuencia del silenciador del CD4. Organizacion de la zona reguladora
del CD4 en el intrén 1, compuesta por el fragmento silenciador del CD4, en enhancer
del CD4 y su promotor. En el fragmento silenciador existe una secuencia central o core
imprescindible para el silenciamiento del CD4. En la parte inferior se muestran los
electroferogramas directo (izquierda) y reservo (derecha) correspondientes a la
secuencia que codifica para el silenciador del CD4 del paciente.
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Las IDP se definieron clasicamente como aquellas alteraciones genéticas del sistema inmune
qgue producian un aumento en la frecuencia y gravedad de infecciones. En la actualidad, se ha
flexibilizado esta definicion dando cabida a un mayor espectro de enfermedades que afectan al
sistema inmune, y que no siempre implican un mayor aumento en la frecuencia de las infecciones,
como aquellas que afectan a la homeostasis del sistema inmune o los denominados Sindromes
autoinflamatorios. A continuacion discutimos individualmente cada uno de los casos estudiados en

este trabajo.

Enfermedad granulomatosa cronica (EGC)

En el presente trabajo se describe la caracterizacion clinica y molecular de una paciente con
Enfermedad Granulomatosa Crénica en la que se demostré que la mutacién responsable del defecto
en la fagocitosis era una delecion del dinucleétido GT al inicio del exén 2 del gen NCF1, que codifica
para la subunidad p47-phox de la NADPH-oxidasa.

La prueba de reduccion del NBT por fagocitos activados fue el primer método universalmente
aceptado para definir la normalidad en la produccién de anién superéxido. En este sentido el estudio
de los fagocitos de la paciente mostr6 una alteracion severa de la capacidad bactericida,
confirmandose el diagnéstico de la enfermedad granulomatosa crénica. En estudios anteriores
(Vowells et al. 1996), en los que se midi6 la actividad de la oxidasa por citometria de flujo, se
encontré una diferencia significativa en la producciéon de peréxido en neutréfilos de pacientes con
EGC ligada a X y autosdmica recesiva por deficiencia de p47-phox, lo que indicaria que la mutacion
de la p47-phox no impide completamente la oxidacion a pesar del severo defecto en la generacion de
superdxido, caracterizandose por una clinica mas leve que la ligada al X. Estudios preliminares
sugerian que a través del uso de la citometria de flujo se podia efectuar una medicién cuantitativa y
por tanto la deteccidn de portadores (Crockard et al. 1997), no obstante en nuestra experiencia y en
la de otros autores esta aproximacion ha resultado bastante inespecifica. Es posible que esta técnica
s6lo sirva para el diagnéstico de portadoras de las formas ligadas al sexo, en las que es
particularmente (til, ya que con frecuencia las portadoras de mutaciones en CYBB presentan clinica

asociada.

Aunque este caso no se separa de lo habitual en la presentacion clinica en cuanto a las tipicas
infecciones en la infancia y en la pubertad, la paciente mostré una complicacién tardia de tuberculosis
pulmonar. Por lo que una de las implicaciones practicas del presente trabajo es que el diagnéstico de
EGC debe considerarse en personas adultas que presentan una infeccién o infecciones sugestivas de
defecto en la funcién de las células fagociticas. Es probable que el uso generalizado de terapia
antibidtica, que es muy efectivo en los pacientes con infecciones menos severas, sea también una

causa que retarde el diagndstico de EGC por déficit de p47-phox.
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La mutacién encontrada en estos pacientes (delecion homocigota del dinucleétido GT en el
exon 2) es la misma descrita en pacientes con deficiencia de p47-phox en (lwata et al. 1994) (Casimir
et al. 1991) y parece ser responsable de la mayoria de los casos publicados en el mundo, a diferencia
de la deficiencia de gp91-phox, p22-phox y p67-phox, que pueden deberse a gran variedad de
mutaciones. La alta frecuencia de esta mutacion en pacientes con deficiencia de p47-phox no
emparentados se explica por la presencia de dos pseudogenes (f NCF1) altamente homdlogos, que
por medio de fendbmenos de recombinacién meidtica hacen que el gen normal sea eliminado o
convertido en la secuencia anormal (Gorlach et al. 1997), fendmeno similar al encontrado en otras

IDP como en el Sindrome de Shwachman-Bodian-Diamond (SBDS).

Por otro lado, el método desarrollado por Dekker para detectar los genes que portaban la
delecién y los que eran activos, basado en la intensidad de fluorescencia de los productos de PCR
marcados, mostraba limitaciones ya que solo determina el ratio entre el nUmero de genes NCF1 y el
de pseudogenes y NCF1, siendo util para la determinar la presencia de genes con la duplicacién pero

no completamente fidedigno para la deteccién de portadores (Dekker et al. 2001).

Por lo que la deteccion de defectos parciales requiere incluir métodos mas sensibles, como los
recientemente publicados en familias con la delecién GT en el ex6n dos. En los que a través de una
amplificacién especifica para el gen NCF1 y no para el pseudogen, se han detectado diferentes
mutaciones en otras partes del gen, lo que ha permitido incluso el diagnéstico prenatal (Roos et al.
2006).

La caracterizacion molecular de la ECG autosémica recesiva es importante para la clasificacion
diagnostica, lo cual permite entregar un prondstico al paciente, un adecuado consejo genético y una

eventual terapia futura, que a diferencia de otras formas de ECG excluye el TPH.
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Agammaglobulinemia ligada al X (XLA)

En el caso descrito, con los antecedentes clinicos del paciente, el hallazgo de todos los
isotipos de inmunoglobulinas disminuidos y la ausencia de linfocitos B se establecié el diagndstico de
presuncion de agammaglobulinemia ligada al sexo. La respuesta exitosa al tratamiento con IVIG
reafirmé este diagndstico. Desde el comienzo de la terapia, la frecuencia y severidad de sus
infecciones ha disminuido significativamente y la calidad de vida del paciente ha mejorado de forma

considerable.

La alta heterogeneidad de las mutaciones descritas en el gen BTK y el grado de expresion de
la proteina, son responsables de la gran variabilidad fenotipica de la enfermedad, de modo que
algunos casos de XLA han sido catalogados como Inmunodeficiencia Comun Variable (IDCV). En el
caso estudiado existe una completa correlacion entre la gravedad de los sintomas, el fenotipo
proteico y el genotipo, debido a que la mutacién genera una parada temprana en la pauta de lectura
que abole la expresion de la proteina Btk. La mutacion, descrita (C439T) en hemicigosis en el
paciente y en heterocigosis en su madre, se encuentra en el dominio PH, el cual es responsable de la
localizacion de la proteina en la membrana citoplasmética. Las mutaciones en este dominio
pertenecen a la categoria de mutaciones estructurales produciendo cambios conformacionales que
afectan a su expresion y consecuente funcionalidad. Las mutaciones en BTK se distribuyen a lo largo
de todo el gen, no obstante se agrupan mas de lo que se deberia esperar en la regién SH1, no siendo
llamativamente frecuentes las mutaciones en el exén 4 (Valiaho et al. 2006). La mutacion aqui
descrita (Q103X) pertenece al grupo de mutaciones puntuales, el cual es el mas frecuente dentro de
las alteraciones descritas en el gen de la Btk con una frecuencia aproximada del 65%, de las cuales
las nonsense son el 33% (Kristufek et al. 2007). El codon 103 est4 altamente conservado en
vertebrados y no existen polimorfismos descritos en su secuencia (Ver Figura D.1.). En la base de
datos mundial de mutaciones en BTK (http://bioinf.uta.fi/BTKbase/) solo se ha descrito una mutacién
implicando al mismo codon (N° de acceso del Genbank A0812) (Lopez-Granados et al. 2005), en la
gue se da un cambio de aminoacido Q103R. En el paciente con esta mutacion el diagndstico fue
tardio, ya que se realizdé a los 20 afios de edad con niveles de inmunoglobulinas menos reducidos
que en el caso descrito en este trabajo. Por lo que cambios que afectan al mismo aminoacido dan
lugar a diferentes fenotipos, la generacion de un codon de parada no permite la expresion de la
proteina, mientras que un cambio de aminoacido afecta a las interacciones entre dominios

conservando la actividad enzimética y disminuyendo la gravedad de la enfermedad.

El método usado comUnmente para seleccién de mutaciones en XLA ha sido SSCP (Single-
strand conformational polymorphism), el cual tiene una sensibilidad de deteccion de mutaciones de
solo un ~70%, existiendo un riesgo considerable de resultados falsos positivos, que requieren
finalmente el estudio mediante secuenciacion (Weston et al. 2001).

Por lo que Unicamente el andlisis de expresién proteica y el andlisis molecular de DNA

gendmico y transcritos de RNA provee de una adecuada herramienta para el diagndstico definitivo y
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la determinacion de portadores, lo que es esencial para el subsiguiente consejo genético y la
prevencion de nuevos casos. En este caso el consejo genético fue una seleccién de sexo.
Segun publicaciones recientes, el 93% de las madres son portadoras de las mutaciones en

XLA, como ocurre en este caso. (Fiorini et al. 2004).

1
8 0
1 3
RRGEESSEMEQISIHERFPY PFX Paciente
RRGEESSEMEQI SIIERFPY PFR Familia Madrid (Ac N° A0812)
RRGEESSEMEQISIIERFPYPFQ Homo sapiens
RRGEESSEMEQISIIERFPY PFQ Mus musculus
RRGEESSEMEQI SIIERFPY PFQ Rattus norvegicus

Figura D.1. Alineamiento de la secuencia peptidica correspondiente al producto del exén 4 de
la proteina Btk del paciente, dentro del dominio PH. Alineamiento de la secuencia de
un paciente descrito en Madrid (n° de acceso del Genbank A0812), Homo sapiens (n° de
acceso del Genbank NM_000061), Mus musculus (n° de acceso del Genbank
NM_013482), Rattus norvegicus (n° de acceso del Genbank NM_001007798).
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HIPER IgM no ligada al X

Entre las inmunodeficiencias con hiper IgM se pueden distinguir dos grupos dependiendo de su
patron de herencia, las que son ligadas al X y las que se heredan de forma autosémica recesiva. Al
primer grupo pertenecen la deficiencia en CD40L y la deficiencia en NEMO, en cambio en el segundo
se ha descrito deficiencias en tres genes (CD40, AID, y UNG) (Bhushan et al. 2001). El desorden
humoral resultante de los defectos en CD40 y CD40L se ha considerado un defecto combinado mas
gue una inmunodeficiencia humoral, ya que la comunicacién entre células T y B es esencial para la
proliferacién de las células B, el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas y la formacién de centros

germinales (Foy et al. 1994).

En los dos casos estudiados con Sindrome de hiper IgM lo primero que se descarté es que
fuesen formas debidas a alteraciones en alguna de las dos moléculas principales del eje CD40-
CD40L. Ambos casos mostraron una expresion correcta de CD40L tras la estimulacion de las células
T, asi como la ausencia de alteraciones genéticas en dicha molécula. Hasta ahora todos los
pacientes afectados con sindrome de hiper IgM debidos a un defecto en CD40 han sido
diagnosticados por analisis citofluorimétrico basandose en la pérdida de expresion de CD40 en la
superficie de células B y una posterior confirmacion por métodos moleculares. Analizamos su
expresion en la superficie de células B en ambos pacientes sin encontrar alteraciones. No obstante,
considerando que CD40 es expresado como un trimero, no podemos descartar que mutaciones
heterocigotas puedan dar un mal funcionamiento del receptor (Ferrari et al. 2001). De todos modos la
clinica de ambos pacientes no era tan severa como la que presentan los pacientes con déficit de
CDA40.

La forma de hiper IgM por mutaciones en NEMO fue descartada inicialmente por que los

pacientes analizados no muestran la clinica que acompafia a esta deficiencia (Jain et al. 2001).

El resto de sindromes de hiper IgM son causa de defectos en dos enzimas, AID y UNG, las
cuales son de crucial importancia para los procesos de cambio de clase de inmunoglobulinas y de
hipermutacion somatica. Excluimos la posibilidad de un defecto en AID tras no encontrar alteraciones
en el estudio molecular y la ausencia de células B de memoria, ya que los pacientes con deficiencia
en AID muestran un nimero normal de células B CD27+ (Revy et al. 2000). Descartamos también la
posibilidad de que un defecto en UNG fuese la causa de hiper-IgM en estos pacientes, debido a la
poca frecuencia con la que se ha encontrado este defecto y a la gran cantidad de infecciones que
tienen los individuos que la portan, junto a la presencia de adenopatias gigantes ausentes en los
casos aqui estudiados. Ademas los pacientes deficientes en UNG tienen un numero normal de
células B CD27+ (Imai et al. 2003). La mayoria de los casos con sindrome de hiper-IgM, que no son
debidos a la deficiencia en AID o UNG y que muestran una expresion normal de CD40 y CD40

ligando se deben a defectos intrinsecos de las células B.

Dentro de las deficiencias predominantes de anticuerpos, con severa reduccion de varios

isotipos de las inmunoglobulinas, se encuentra la inmunodeficiencia comdn variable. En estos casos
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los niveles normales o elevados de IgM excluyeron este diagndstico, el cual se caracteriza por una
disminucion de la concentracion en suero de todos los isotipos de inmunoglobulinas, incluida la IgM
(Cunningham-Rundles et al. 1999). También se evaluaron otros receptores de superficie implicados
en defectos en el CSR, como es el caso de la deficiencia en ICOS, en la que se encuentra una
disminucién de los linfocitos B y una reduccion severa de IgG e IgA, con niveles de IgM que pueden
estar reducidos, normales o incluso incrementados en algin caso. En algunos de los pacientes con
deficiencia en ICOS se han encontrado niveles normales de IgG3 con concentraciones muy
disminuidas del resto de las subclases (Warnatz et al. 2006), dato que tenia cierta similitud con el
perfil de inmunoglobulinas que mostraba la paciente P2 al comienzo de los sintomas. Descartamos
este defecto tras comprobar la expresién normal de ICOS en células T activadas en ambos pacientes,
células en las que se encuentra exclusivamente. Han sido descritas deficiencias en receptores de las
células B que dan lugar a hipogammaglobulinemia asociada con fendmenos autoinmunes como la
deficiencia en TACI, o con gran incidencia de infecciones recurrentes por bacterias como la
deficiencia en CD19, en las cuales no existe un aumento en la concentracién de IgM (Salzer et al.
2005).

A continuacion discutimos cada uno de los casos con hiper IgM estudiados en este trabajo.

En el paciente P1 llama la atencion la falta de infecciones en ausencia de terapia sustitutoria de
inmunoglobulinas y el desarrollo de nodulosis erosiva. Los datos bibliograficos muestran que
alrededor de un 9% de los pacientes con sindrome de hiper-IgM han sido asociados con el desarrollo
de rasgos clinicos de artritis reumatoide, y aunque no se han descrito las manifestaciones precisas
(Webster et al. 1999), existen descripciones mas concretas en un caso de hiper-IgM ligado al
cromosoma X asociado a una forma agresiva de artritis y en otro con deficiencia en CD40 asociado
con poliartritis con cambios erosivos, en ausencia de factor reumatoide (Sibilia et al. 1996). Junto con
estos casos, el caso aqui descrito muestra un sindrome de hiper IgM, en ausencia de un defecto
molecular conocido que desarrolla artritis erosiva. Aunque no esta claro de que manera, defectos en
la sefializacibn CD40-CD40 ligando, podrian contribuir a un aumento de la susceptibilidad a
desarrollar clinica de artritis inflamatoria. Algunos autores han barajado la posibilidad de que la clinica
de artritis en estos casos sea el resultado de una infeccién pasada, ya que existe variedad de agentes
infecciosos asociados con manifestaciones similares a AR, incluidos micobacterias, clamidias, EBV,
etc (Ho 1992; Naides 1995).

Los hallazgos presentes en la sinovia de este paciente son similares a los encontrados en
artritis reumatoide, con infiltrados linfocitarios de células T, B y células plasmaticas, donde las células
T CD4 prevalecen sobre las T CD8. Esto junto con la expresién un alelo, particularmente asociado a
AR, HLA-DRB1*0404 y el desarrollo de una artritis erosiva confirma que ademas de los mecanismos
implicados en la colaboracién normal de células T y células B, otros mecanismos independientes de
esta colaboracion podrian participar en la etiopatogénesis de la AR (Gaston 1993).

En la paciente P2, la primera hipétesis de estudio fue una hipogammaglobulinemia transitoria
secundaria al tratamiento con carbamacepina. Este diagnéstico fue apoyado por las bajas
concentraciones de IgG e IgA, junto con presencia de un pequefio componente monoclonal de la

subclase 1gG3 y la presencia de la IgAl en suero.
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No obstante, el cese del tratamiento anti-epiléptico y la consiguiente evolucion de la
concentracion de los distintos isotipos de inmunoglobulinas mostraron un aumento de IgM en
ausencia del resto de isotipos y caracteristicas clinicas de Sindrome de Hiper IgM que requirieron
finalmente el tratamiento con IVIG.

Ademas de las deleciones en los genes de las inmunoglobulinas que fueron descartadas en
esta paciente, moléculas como el TGF-beta y AID que tienen un importante papel en el cambio de
isotipo o en la diferenciacién terminal a células plasmaticas han sido postulados como causa de
deficiencias primarias de inmunoglobulinas (van Ginkel et al. 1999). Las anormalidades asociadas
con drogas anti-epiléticas, particularmente las transitorias, pueden deberse a una inhibicién de estas
moléculas (Muramatsu et al. 1999). No obstante, el aumento de la concentracién de IgM y su
estabilidad a lo largo del tiempo hizo que excluyéramos el caracter transitorio del defecto
inmunolégico en esta paciente, catalogandolo como hiper IgM y no como Inmunodeficiencia Comun
Variable. No obstante, la falta de datos sobre los niveles de inmunoglobulinas previos al tratamiento
con CBZ, deja sin resolver si el Sindrome de hiper IgM que sufre esta paciente ha sido secundario al
tratamiento o existia previamente pero no habia tenido consecuencias clinicas.

Aunque aun se desconocen las bases moleculares en los dos casos de Hiper IgM aqui
presentados, los hallazgos clinicos e inmunolégicos estan bien caracterizados. Dentro del grupo de
Sindromes de Hiper IgM sin defecto molecular conocido han sido reconocidas dos formas en base a
los hallazgos inmunolégicos y moleculares. En ambos, el fenotipo clinico es semejante al de la
deficiencia en AID, con infecciones sinopulmonares e intestinales. En la primera de estas dos formas
el defecto en CSR parece estar localizado después de la transcripcion de la regién S, pero antes de la
rotura del DNA. El nimero de células B CD27+ memoria en estos casos es hormal. La segunda forma
de Hiper IgM causada por un defecto en el CSR indefinido e intrinseco a la célula B, esta
caracterizada por un numero normal de células B y se ha postulado que la alteracién podria
encontrarse tras la rotura del DNA (Notarangelo et al. 2006). El hecho de no encontrar células
memoria B CD27+ en ninguno de los casos aqui estudiados, nos indica que el defecto que da lugar a
un CSR alterado podria encontrarse en este proceso tras la rotura del DNA, lo que sugeriria que
podrian estar implicadas en estos defectos proteinas reparadoras del DNA, como Msh2, MIhl y
Pms2, exonucleasas, u otras moléculas que intervienen es este proceso. Asimismo, la presencia o
ausencia de células B de memoria permite subdividir las IDCV en diferentes subgrupos con distinto
pronéstico clinico (Detkova et al. 2007). No es inusual la falta de caracterizacion molecular dentro de
los Sindromes de hiper IgM, de hecho en una de las series mas amplias analizadas en el 23% de los
pacientes, no se determind el defecto genético tras haber descartado los genes habituales (Lee et al.
2005).
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Deficiencia en adenosin deaminasa (ADA).

Las caracteristicas clinicas en este caso fueron sugestivas de una Inmunodeficiencia Severa
Combinada, lo que sumado a una profunda linfopenia que afectaba a linfocitos T y B sugiri6 un
posible defecto en adenosin deaminasa (ADA) o en purin nucleésido fosforilasa (PNP). A pesar de las
similitudes con otras formas de SCID, existen rasgos especificos como la toxicidad metabdlica
sistémica reflejada en los altos niveles de transaminasas y fosfatasa alcalina encontrados en este
paciente desde el inicio de los sintomas, que indican un diagnéstico atribuible a la deficiencia en ADA
o en PNP. Ambas deficiencias se presentan por igual en ambos sexos y tienen un tipo de herencia
autosdmica recesiva. A diferencia de la deficiencia en ADA, la deficiencia PNP es ain mas
infrecuente y de presentacion mas variable. Respecto a la deficiencia en PNP, pueden pasar varios
aflos antes de que se inicien las infecciones de repeticion, que frecuentemente son virales
(parainfluenza, virus respiratorio sincitial, enterovirus). En la deficiencia en PNP las cifras de linfocitos,
inmunoglobulinas y las pruebas funcionales de linfocitos pueden fluctuar en el tiempo y algunos
pacientes presentan anormalidades neurolégicas. A diferencia de los pacientes con deficiencia ADA,
los pacientes con deficiencia de PNP tienen niveles de acido Urico sérico bajo (<1 g/dL), dato ausente

en el caso estudiado (Blackburn et al. 2005).

La prueba diagnostica de estas inmunodeficiencias es un ensayo enzimatico para la
determinacion de la actividad de ADA y de PNP. Se lleva a cabo en gl6bulos rojos, lo que permitié en
este caso confirmar el diagnéstico definitivo de deficiencia en ADA y descartar la deficiencia en PNP.
En este caso el diagnostico se realizé en base a la actividad ADA, apoyado por los hallazgos
inmunolégicos, el diagndstico genético no siempre es necesario 0 imprescindible para realizar un

tratamiento efectivo que lleve a una recuperacion inmunoldégica total.

El tratamiento de eleccion en la mayoria de los casos de déficit de ADA es el transplante de
precursores hematopoyéticos de un donante emparentando histocompatible, como el que se llev6 a
cabo en este caso de déficit de ADA. No obstante, los trastornos linfoproliferativos producidos por el
virus de Epstein-Barr pueden resultar en serias complicaciones causando una significativa morbilidad
y mortalidad en receptores de trasplante de médula ésea. Estas linfoproliferaciones pueden estar
rodeadas de un extenso espectro de entidades clinicopatolégicas dependiendo del lugar de
implicacién, como son tumores con distinta localizacién (tracto intestinal, higado, pancreas)
(Monforte-Munoz et al. 2003). Aunque el tratamiento en este caso fue el TMO de un donante
emparentado, sin fallos de injerto, el hecho de que la donante no fuera completamente idéntica
(haploidéntico) y la incidencia de linfoproliferacion asociada al virus de Epstein Barr pudieron ser los
desencadenantes de la aparicion del linfoma cerebral. Por otro lado, en recuperaciones a largo plazo
de pacientes con déficit de ADA trasplantados se ha observado un alto riesgo de padecer
complicaciones neurolégicas, ya que los niveles de ADA generados por el injerto pueden no ser
suficientes para eliminar metabolitos téxicos en cierto tejidos profundos, como es el sistema nervioso
central (Honig et al. 2007).
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Sindrome linfoproliferativo autoinmune (ALPS)

Las alteraciones en la homeostasis del linfocito causadas por defectos en las vias de
sefializacion de la apoptosis generan cuadros clinicos de linfoproliferacion autoinmune, como el
Sindrome Linfoproliferativo Autoinmune (ALPS) (Rieux-Laucat et al. 1995). En este trabajo se
describen los rasgos clinicos, inmunolégicos y genéticos de once pacientes con una afectacion
linfoproliferativa autoinmune. Los pacientes fueron seleccionados por sus rasgos clinicos o por ser

parientes de alguno de los seleccionados.

El Sindrome Linfoproliferativo Autoinmune consiste en un cuadro crénico con un alto grado de
variabilidad en su expresién clinica. No obstante, han sido definidos los rasgos clinicos de ALPS e
incluyen linfoadenopatias/esplenomegalia, autoinmunidad, asi como una susceptibilidad
incrementada a sufrir neoplasias linfoides (Sneller et al. 1997). EI mecanismo fisiopatogénico que
justifica este cuadro consiste en un acumulo de linfocitos T debido al fallo en la apoptosis mediada
por Fas. Junto a este rasgo, el fallo en la apoptosis de los linfocitos B podria ser responsable de los

fendmenos autoinmunitarios humorales que completan el sindrome (Worth et al. 2006).

La hipergammaglobulinemia es una caracteristica del sindrome, y aunque no todos los
pacientes muestran elevados los niveles de uno o varios isotipos de inmunoglobulinas, en general se
observa que los que las tienen aumentadas también muestran un alto nimero de células B. A pesar
de todo, existe una alta heterogeneidad en ambos rasgos, incluso entre individuos que portan la
misma mutacion, lo que es consistente con la influencia de otros factores que puedan contribuir a la
patogénesis de la enfermedad (Rieux-Laucat et al. 2003).

Los datos bibliograficos describen un aumento de subpoblaciones linfocitarias en ALPS, entre
ellas expansiones de células T doble negativas (CD4-CD8-) (DNTs), tanto ab como gd, de células T
CD8 y de células B (Bleesing et al. 2001). Estas caracteristicas son comunes en los pacientes con
ALPS sugiriendo que un defecto en la apoptosis via Fas asociado con una disminucién en la
apoptosis in vitro (a pesar de no haber mutaciones en TNFRSF6) seria suficiente para una expansion
de estas subpoblaciones linfocitarias. En la literatura se describe una fuerte asociacion entre el
exceso de células DNTs y un defecto en la apoptosis mediada por Fas (Rieux-Laucat et al. 2003).
Nuestros resultados Unicamente muestran esta asociacion en la familia A. En el resto de los
pacientes existe gran variabilidad en el porcentaje de dicha poblacién, el cual no se correlaciona con
el porcentaje de muerte celular tras el ensayo funcional de induccién de la apoptosis. Encontramos
esta variabilidad incluso entre pacientes de la misma familia que tienen una mutacién en el dominio
intracelular de Fas, como es el caso de la familia B.

Las mutaciones heterocigotas en Fas conllevan anomalias de la apoptosis tanto de linfocitos
normales como autoreactivos, lo que hace que se acumulen y produzcan fendmenos autoinmunes en
este sindrome. Dos tercios de las mutaciones ocurren en el dominio intracelular, la gran mayoria son
heterocigotas, muestran un efecto negativo en las sefiales via Fas, y se comportan como mutaciones
de herencia dominante (Jackson et al. 1999). La demostracion de la preasociacion del receptor Fas

en la superficie celular via el dominio PLAD (Siegel et al. 2000) proporciona una explicacion para este
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efecto dominante negativo, ya que una sola proteina mutante dentro del trimero es suficiente para
inhibir el cambio estructural en Fas que permita una unién cooperativa con FADD para formar el DISC
y la consecuente sefializacion intracelular de la apoptosis.

Las mutaciones presentes en dos de las familias estudiadas (A y B) tienen su localizacion en el
exon 9 dentro del dominio muerte de Fas, y ambas se encuentran en el codon 234, afectando al
mismo residuo aminoacidico. En estudios de mutagénesis dirigida se demostré que la mutacion
R234A localizada en la hélice a2 de la molécula Fas reduce considerablemente su asociaciéon con
otras moléculas de Fas a la hora de formar trimeros y en su unién a FADD (Huang et al. 1996). En el
caso de la familia A el cambio aminoacidico R234Q sustituye un aminoacido catiénico por uno polar
sin carga, este hecho posiblemente impida la trimerizacion. El amino&cido 234 en la proteina Fas esta
altamente conservado en vertebrados lo que refuerza la importancia de este residuo para la funcion
de la proteina como se observa en el alineamiento de secuencias en la Figura D.2. Mutaciones en
esta posicién han sido reportadas en varios pacientes en la base de datos NIH ALPSBase

(http://research.nhari.nih.gov/alps/) por lo que se le ha considerado un punto de alta frecuencia de

mutaciones o hot spot (Rieux-Laucat et al. 1999). El analisis mediante fragmentos de restriccion de
mutaciones en el codon 234 nos permite de forma rapida y fidedigna el analisis de familiares de los

miembros afectados en las familias A 'y B.

2 2 2
2 3 4
4 4 6

MTLSQVKGFVQKNGVNEAKIDE!I familiaA
MTLSQVKGFVX familia B
MTLSQVKGFVRKNGVNEAKIDEI Homo sapiens
MTIQEAKKFAR ENN IKEGKIDEI Musmusculus
MK ICDAKKFARQH K IPESKIDEI Ratusnarvegicus

FiguraD.2. Alineamiento de la secuencia peptidica producto del exén 9 de la proteina Fas de
las familias A y B. Alineamiento de las secuencias de Fas en Homo sapiens (n° de
acceso del Genbank AY450925), Mus musculus (n°® de acceso del Genbank
NM_007987), Rattus norvegicus (n° de acceso del Genbank NM_139194).

En la bibliografia se describe una alta penetrancia clinica en las mutaciones que afectan al
dominio intracelular de Fas (Vaishnaw et al. 1999). En los casos aqui estudiados encontramos una
penetrancia variable en la familia A, ya que el padre (A-ll) con la misma mutacién, una expansion
similar de células DNTs y una apoptosis extremadamente alterada carece de clinica, mientras que su
hija (A-l) con las mismas caracteristicas tiene manifestaciones de la enfermedad, por lo que en este
caso la penetrancia es incompleta. En el caso de la familia B, una mutacién en el dominio intracelular
de Fas generando una proteina truncada, todos los pacientes analizados manifiestan un fenotipo
patolégico. No obstante, solo el andlisis del resto de la familia que no muestra patologia nos permitira

decir si la penetrancia de la enfermedad es completa o incompleta.

170



DISCUSION

La més frecuente de las formas de ALPS es la de tipo la, la cual esta causada por una gran
variedad de mutaciones en el gen que codifica para Fas (TNFRSF6). Teniendo en cuenta los
parametros analizados, los pacientes de las familias A y B pertenecen al grupo de ALPS la.

Los pacientes en los que no hemos encontrado defectos moleculares en Fas, sugieren por su
clinica y rasgos de laboratorio un defecto en la sefializacion intracelular de la via de la apoptosis. Ya
entre las primeras descripciones de ALPS se observaban pacientes sin mutaciones identificables en
la cascada de sefializacién via Fas, sin alteraciones en la apoptosis in vitro, pero con rasgos clinicos,
histolégicos e inmunofenotipicos indistinguibles del ALPS tipo la (Sneller et al. 1997). Hemos
comparado su presentacion con la que muestran los pacientes con defectos moleculares en la
cascada de las caspasas, defectos en caspasa 10 y en la caspasa 8 (Chun et al. 2002). La clinica
gue muestran los casos con defecto en caspasa 10 tiene manifestaciones autoinmunes desde el
primer afio de vida y niveles de DNTs superiores incluso a los que muestran los pacientes ALPS tipo
la, lo que nos hizo descartar el estudio molecular de este enzima debido a la diferente presentacion
clinica (Wang et al. 1999). También excluimos la posibilidad de que fuera un defecto en caspasa 8, ya
qgue los pacientes afectos de ALPS Ilb presentan hipogammaglobulinemia e inmunodeficiencia con
infecciones frecuentes por el virus herpex simple con falta de autoinmunidad (Chun et al. 2002).

Los pacientes con ALPS tipo Il pueden no cumplir los cuatro rasgos clasicos del sindrome;
linfoproliferacién, alto nimero de DNTSs, apoptosis defectuosa, y manifestaciones autoinmunes, por lo
gue los pacientes C, D, E, F-I y F-ll los clasificariamos en este grupo. Es posible que la
heterogeneidad en la presentacidon en este grupo de pacientes sea fruto de la implicacion de otras
proteinas, que intervengan o regulen la apoptosis linfocitaria. Las publicaciones mas recientes
incluyen defectos en proteinas implicadas en proliferacién o reorganizacion del citoesqueleto, entre
otras funciones, como responsables de ALPS. Este es el caso de la proteina N-RAS, también
relacionada con mutaciones generadoras de cancer (Oliveira et al. 2007). El paciente con este
defecto no muestra una apoptosis in vitro alterada. Esto determina que no podamos excluir del
diagnoéstico de ALPS a pacientes con una clinica de linfoproliferacion y autoinmunidad a pesar de
mantener una apoptosis in vitro conservada.

De alguna forma, cabe llamar la atencién en dos de estos pacientes, el C y el D, debido al
florido cuadro de infecciones severas, que pudiendo ser secundario a la neutropenia crénica
consecuencia de la esplenectomia, muestran una susceptibilidad superior a la habitual en este tipo de
complicaciones.

A través del creciente conocimiento de la clinica de los defectos genéticos que generan el
Sindrome ALPS y de la presencia de un aumento en fenotipos similares, parece probable que se
incluyan otras condiciones que fueron inicialmente clasificadas independientemente, como el

sindrome de Evans, la enfermedad de Rosai-Dorfman, ect, en este grupo.
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Linfoproliferacién doble positiva

En el dltimo caso analizado una extensa poblacion T DP en sangre periférica en un varén
adulto, presenta una relacion causal con una patologia pulmonar autorreactiva. Como en otras IDP, la
presencia de poblaciones linfocitarias anormales, como es el caso de las células DNT en ALPS, o las
células infiltrantes en el Sindrome de Omenn que generan fendmenos autorreactivos es habitual, por
lo que el hallazgo de una poblacion T DP nos llevo a su estudio con profundidad.

En el estudio de las distintas expansiones persistentes de células DP descritas en la literatura
se han distinguido varios fenotipos dependiendo de la intensidad de expresion de los correceptores
CD4, CD8a y CD8b (Sala et al. 1993) (Tonutti et al. 1994). También se han distinguido dependiendo
de su porcentaje en sangre periférica, del grado de activacion o por el tipo de patologia en el que
aparecen (Parel et al. 2004).

Aproximadamente el 75% de las células timicas muestran un fenotipo doble positivo
expresando CD4 y las subunidades ay b del CD8 (Germain 2002). La presencia de los dos
correceptores mutuamente excluyentes CD4 y CD8 en esta poblacidon celular, nos hizo pensar
inicialmente en un fallo en el proceso de seleccion positiva y/o un origen timico. Por ello comparamos
la intensidad de fluorescencia de los linfocitos DP del paciente con la de timocitos DP de individuos
sin patologia aparente, observando que la poblacién DP del paciente diferia de los timocitos DP, ya
gue los timocitos expresan los correceptores con menor intensidad que los linfocitos simples positivos
de sangre periférica.

Una revision bibliografica sobre la presencia de células DP en periferia mostré la existencia de
dos modelos experimentales murinos con este tipo de expansiones. En el primer modelo, por la
delecidon del “connecting peptide motif” (CPM) y en el segundo por la falta de la secuencia
silenciadora del CD4, los cuales generan linfocitos T DP en periferia (Backstrom et al. 1998) (Leung et
al. 2001). La evaluacion de ambas posibilidades se realiz6 sin encontrar alteraciones, lo que sumado
al fenotipo de memoria de la poblacion DP del paciente (inusual en los linfocitos que abandonan
recientemente el timo), y unos valores disminuidos de TRECS sugiri6 una expansién post-timica de
origen periférico.

En la clasificacion de este tipo de expansiones en periferia en ausencia de linfocitosis, como es
el caso que nos ocupa, se han descrito tres subgrupos; Células CD4hiCD8'°(aa) que han sido
definidas como una subpoblacién de células T CD4+ completamente diferenciadas. Células CD8hi(ab)
capaces de expresar bajas cantidades de CD4. Y por ultimo células CD4hiCD8hi(ab). La poblacién
linfocitaria aqui estudiada tiene caracteristicas similares a las del Gltimo grupo, no obstante su origen
es controvertido.

Desde el punto de vista del porcentaje de células DP en periferia y de la patologia en la que se
encuentran, han sido referidos individuos con expansiones persistentes de células doble positivas que
oscilan entre un 11% y un 43% con patologias que van desde enfermedades autoinmunes,
infecciones recurrentes hasta cancer de mama e incluso sin patologia aparente, como la expansion
de células DP descrita en un individuo sano por Dalmasso (Kay et al. 1990). Ademas, infecciones por
virus, como los virus linfotrépicos humanos (HTLVI-I y 11), el virus de la inmunodeficiencia humana y el

virus Herpex simple tipo 6 son capaces de promover este tipo de expansiones en periferia (Lusso et
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al. 1991). Por ultimo, el fenotipo DP es relativamente comudn en la leucemia prolinfocitica T (T-PLL)
encontrandose entre un 21% y un 38% de este tipo de leucemia, con expansiones de células DP que
van de un 50% a un 96% de las células T. En donantes sanos existe la descripcién un pequefio
porcentaje de células DP, entre un 1y un 3% (Blue et al. 1985).

La patologia que presentaba el paciente en estudio difiere claramente de cualquiera de las
anteriormente mencionadas. Esto junto al hecho de encontrar células DP en el 6rgano diana de la
patologia, el pulmén, nos sugeria que su presencia debia de estar involucrada en el mecanismo
patogénico de la enfermedad. El reclutamiento de leucocitos circulantes hacia los tejidos depende de
tres procesos distintos, que son: el acoplamiento vascular de los leucocitos a la cara luminar de los
vasos sanguineos, la extravasacion y la migracion celular. Este mecanismo es complejo y el contacto
inicial entre los leucocitos y las células endoteliales implica la unién de las integrinas a sus ligandos

vasculares (Butcher et al. 1999).

Se ha descrito un aumento de expresion de la integrina CD103 en linfocitos de pacientes con
ciertas patologias respiratorias, como asma y enfermedad pulmonar obstructiva, marcador que esta
pobremente expresado en linfocitos T de donantes sanos (Leckie et al. 2003). Por esta razon
evaluamos su expresién en la poblacién DP observando que el 45% de las células DP la expresaban
en niveles intermedios y que todas las células de LBA eran positivas para el marcador. La mayor
expresion de este marcador, caracteristico de linfocitos de mucosa podria indicar una mayor tasa de

recirculacién de la poblacion linfocitaria periférica hacia mucosas.

Las quimiocinas y sus receptores representan un elemento critico en el control de la
extravasacién leucocitaria, ya que los leucocitos responden al gradiente quimiotactico tras cruzar la
barrera endotelial permitiendo una localizacién precisa de los leucocitos en el tejido (Ebert et al.
2005). En el estudio de los receptores de quimiocinas en esta poblacion DP llamé la atencion el
aumento de expresién de CCR6. Su ligando (CCL20) es secretado tanto por el epitelio atipico como
por el basolateral en respuesta a un estimulo inflamatorio, mostrando actividad antimicrobicida contra
un gran espectro de bacterias principalmente Gram negativas y respondiendo a través del sistema
inmune adaptativo con la generacion de un gradiente que favorece la migracion de células B, T y
dendriticas inmaduras al lugar de la invasién. La expresion de CCR4 y CXCR4 ligeramente
aumentada en esta poblacién nos sugeria un mecanismo menos especifico, ya que ambos receptores
se han visto implicados en el reclutamiento de linfocitos a lugares de inflamacién (Kallinich et al.
2005).

La expresion de la integrina CD103 y del receptor de quimiocinas CCR6 en la poblacion
linfoide DP y la presencia de dichas células en tejido pulmonar y en sangre periférica explicaria el
tropismo de las células DP hacia el pulmén. CCR6 se expresa en subpoblaciones memoria de células
T con una potencial predileccion para migrar a mucosa. (Liao et al. 1999)

La expresion de las diferentes isoformas CD45RA+ y CD45RO+ de la tirosin fosfatasa CD45
en células T normales de sangre periférica, es bastante equitativa, existiendo un estado transicional
CD45RA+RO+ (Clement et al. 1988). En la serie de expansiones DP descrita por Sala y

colaboradores en donantes sanos, se encuentra un rango de expresion que va de una alta expresion
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de CD45RA con una intermedia de CD45RO hasta una expresion intermedia de CD45RA con una
expresion alta de CD45RO sugiriendo que estas poblaciones linfoides DP podrian quedarse
“congeladas” en la transicion de naive a memoria (Sala et al. 1993). No obstante, en una publicacién
posterior del mismo grupo (Tonutti et al. 1994), se concluye que las expansiones de células DP que
no coexpresan CD45RA y CD45RO0O, tienen una alta densidad de CD45RO y nada o muy poca
expresion de CD45RA.

Por otro lado, la expresion de las isoformas de CD45 en T-PLL es heterogénea. Segun
algunos autores esta heterogeneidad se correlaciona con la agresividad de la enfermedad
encontrandose en la forma progresiva un fenotipo “memory” CD45RO+, el cual estd presente
raramente en el curso indolente (Matutes et al. 1991). Encontramos que el fenotipo de las células DP
analizadas en este trabajo muestran exclusivamente la isoforma de memoria CD45R0O. Respecto al
diagnostico diferencial de T-PLL, el presente caso no se correlacionaria con lo publicado hasta el

momento, ya que en no se ha delatado una presentacion leucémica.

La fracciéon DP de las células T en donantes sanos expresan HLA-DR, CD38 y CD71, en
cambio las expansiones persistentes DP no muestran la expresion de HLA-DR, CD38, CD71 ni CD25
(Sala et al. 1993). En la serie de Tonutti se muestra que las células DP que expresan Unicamente la
cadena a del CD8 también expresan los marcadores de células NKs, CD56 y CD57, antigenos que
pueden ser expresados por las células CD8 pero no por las CD4. Las células DP que expresan
ambas cadenas del CD8 son negativas para CD56 y CD57. La expresion de los marcadores de
activacion (CD69, CD25, CD71, y HLA-DR) y de células NK estaba ausente en la poblacion DP,
descartando asi su pertenencia a expansiones similares a las encontradas en donantes sanos.
Cuando comparamos las anteriores con las poblaciones de células DP de pacientes con T-PLL y la
que analizamos en este trabajo no encontramos ninglin marcador que nos diferencie entre ellas,

como se observa en Tabla D-1.

A pesar del fenotipo DP de las células T de este paciente y de la desaparicion progresiva de las
células simples positivas T CD4 y CD8, no ha existido evidencia clinica alguna de inmunodeficiencia
durante su evolucion, demostrado por la falta de infecciones oportunistas o convencionales. No
obstante, conocer su funcionalidad y patron de proliferacién ante diferentes estimulos podria revelar

la naturaleza y competencia de estas células.

El hecho de que las células proliferen en niveles similares o incluso superiores a un control tras
ser estimuladas con anti-CD3 nos indica que no tendria porque existir anomalia alguna en las
cascadas intracelulares responsables de esta proliferacién. PHA y ConA son estimulos mitogénicos
gue hacen que su unién a N-acetilgalactosamina y a azlcares que contienen residuos a-D-mannosa
0 a-D-glucosa respectivamente de la célula T, den lugar a la proliferacion linfocitaria (Saveriano et al.
1981). La falta de proliferacion observada frente a PHA y no frente a ConA, cuando ambos son
estimulos mitogénicos inespecificos policlonales nos sugirié que un posible defecto en la glicosilacion
en estas células podria impedir la unién de PHA a N-acetylgalactosamina y no la unién de ConA a
residuos a-D-mannosa o a- D-glucosa. Por lo que evaluamos por citometria la uniéon de dichos
mitdgenos a las células del paciente encontrando que esta union era idéntica a la mostrada por

donantes sanos. Respecto a la falta de proliferacién frente a PHA no podemos considerar a esta
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poblacion completamente competente, dato similar al encontrado por Dalmasso en una expansion DP

de un individuo normal (Kay et al. 1990).

Clinical imm and

LEUKEMIA 1998 M. Mizuki immunopatho 1994
E. Tonutti
T-PLL (SM) T-PLL (ST) T-PLL(RT) DP Z.D. DP D.W.E. Paciente
CD1la 1,8 10,5 <1 0 0 <1
CD2 ND 83,1 98,7 100 100 98
CD3 96,1 70,4 97,2 100 100 100
CD5 ND ND ND 100 100 100
CD4 91,3 55,3 85,8 100 100 93
CD8a 96 73,9 88 100 100 98,8
CD8b 83.4 55,9 79.9 100 100 98
CD7 58,6 90,1 91,5 62 86 90
CD25 87,2 32 0,1 0,5 0,8 0,6
CD11 1 30,8 9,9 16 30 99
CD16 15 24,9 6,5 0 2 1
CD56 0,6 29 57 90 12 1,3
CD57 1,9 29,2 2,3 79 8 1,9
CD45RA 82,2 41,7 8,3 95 1 2
CD45R0O 97,3 65,9 87,9 46 99 97
HLA-DR 4,1 14,6 2,3 9 7 0,6
CD103 58,5 6,8 33,2 ND ND 45
TdT NO NO ND ND ND NO
CD71 ND ND ND 0 0 10

Tabla D.1. Tabla donde se comparan el fenotipo de superficie de poblaciones T-DP de
pacientes con T-PLL (Mizuki et al. 1998), poblaciones DP pertenecientes a expansiones
persistentes (Tonutti et al. 1994) y la poblacion del paciente objeto de estudio en nuestro
trabajo. ND. No determinado.

La ausencia de proliferacion frente a PHA e IL-2 recombinante seria consistente con una
expresion deficiente de la cadena a del receptor de la IL-2, no obstante este requisito no se daba en
estas células. Este fenomeno ya ha sido referido en células neoplasicas. Curiosamente, la primera
publicacién en la que se asocia un fenotipo DP con leucemia T-PLL refiere a bibliografia en la que las
células neoplésicas fallan en la proliferacién tras una estimulacién con PHA (Kluin-Nelemans et al.
1987).

Uno de los elementos mas llamativos que nos hizo considerar que la enfermedad tenia un
origen inmunolégico fue la dramatica respuesta clinica a esteroides. No obstante, se ha constatado
una resistencia de la poblacion DP del paciente al tratamiento corticoideo, que coexiste con una
estricta dependencia entre los sintomas y la dosis de corticoides. La evaluacién in vitro de la dinamica
de muerte de las células mononucleares del paciente frente a corticoides, mostré6 una cinética
semejante a la de los DS, excepto a dosis intermedias en las que se observaba una mayor tasa de
muerte en los linfocitos del paciente, efecto que podria ser debido al tratamiento que mantenia el

paciente. La necesidad de un aumento en la dosis de corticoide in vivo se debe a un aumento en los
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sintomas, que responde a una expansion de la poblacion DP y no a una respuesta anémala al
corticoide. De hecho, los corticoides parecen tener controlada a esta clona evitando una expansion
maligna.

Funcionalmente las capacidades de esta poblacién respondian a las caracteristicas de una
poblacion CD4 debido a la expresion de CD40 ligando tras su activacién, una caracteristica de la
respuesta de las células T helper (Roy 1993).

El estudio de la expresién de perforina, proteina caracteristica de los granulos citotoxicos de células
CD8 y células NK, mostré que la poblacién DP no tenia capacidad citotéxica lo que sugiere que esta
poblacion de células DP actua funcionalmente como células CD4 T helper.

Existen dos estudios realizados por el grupo de Colombatti de series de pacientes con
expansiones persistentes de células DP en ausencia de linfocitosis o de un desorden linfoproliferativo
abierto. En ellos el analisis del reordenamiento de la cadena Vb del TCR muestra la presencia tanto
de poblaciones monoclonales, oligoclonales, como policlonales. En este caso se realiz6 el analisis del
reordenamiento de la cadena by gdel TCR encontrandose un componente clonal mayoritario, que no
habia sido detectado previamente y que mayoritariamente pertenecia a la familia \b13.1, junto a
otros dos minoritarios de las familias Vb6.1 y Vb6.3. Este hallazgo nos hizo contemplar otras
posibilidades de diagndstico diferencial como es la leucemia pro-linfocitica T (T-PLL), sin tener la
evidencia clinica de un proceso neoplasico en el paciente, por la falta de organomegalia y
linfoadenopatias, sin una marcada linfocitosis, que a menudo excede las 100x10° células/L en T-PLL,

y con una morfologia citolégica normal (Dearden 2006).

Lo que nos llevo a hacer un estudio citogenético convencional en esta poblacion linfocitaria
sin obtener datos conclusivos, por lo que realizamos un cariotipo espectral multicolor (SKY) que
permite caracterizar correctamente translocaciones complejas, mostrando el cromosoma andémalo
con los colores de los cromosomas que intervienen en la translocacién. Entre las alteraciones que se
muestran en el cariotipo del paciente en estudio llama la atencion la presencia del punto de rotura
11923, aberracién que se encuentra tipicamente en pacientes con Ataxia Telangiectasia que tienen
inactivacion bi-alélica del gen mutado (ATM) localizado en este (Yuille et al. 1998). Algunos de estos
pacientes tienen proliferaciones clonales anormales de células T, con morfologia, rasgos
inmunoldgicos, citogenéticos y moleculares similares a T-PLL pero sin linfocitosis u otros rasgos de
malignidad. Llamativamente, una proporcién elevada de estos casos desarrolla T-PLL, sugiriendo que

los rasgos descritos anteriormente representan una fase pre-leucémica (Taylor et al. 1996).

Translocaciones cromosomicas implicando la regién 14g32.1 y ocasionalmente Xg28 se
encuentran también en T-PLL (Krishnan et al. 2006). Se han observado translocaciones idénticas en
pacientes con A-T y T-PLL, en pacientes con A-T y proliferaciones clonales no leucémicas y en
pacientes con T-PLL sin A-T, lo cual sugiere que debe existir un mecanismo comun para los estados
de iniciacion de esta forma de leucemia.

Existen tres genes vinculados a estas regiones de rotura cromosémica, los sitios de rotura
11923 y Xq28 donde estan localizados los genes ATM y MTCP-1 respectivamente y el 1432 donde
esté localizado el gen TCL-1 y su homélogo TML-1 (Chun et al. 2002). Los puntos de rotura 11923 y

X(q28 estan presentes en esta poblacién y son idénticos a los que se observan en pacientes con A-T y
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T-PLL. El 10% de los pacientes con A-T homocigotos en ATM con proliferaciones clonales no
leucémicas posteriormente desarrollan una proliferacion maligna (Taylor et al. 1996). Por todo ello, se
considera que ATM es un gen supresor de tumores implicado en la patogénesis de proliferaciones no
leucémicas que desarrollan finalmente una leucemia T-PLL franca.

La poblacion analizada muestra puntos de rotura cromosémica implicando al cromosoma
14911.2. No obstante, la falta del punto de rotura 14932, el cual se encuentra ligado al gen TCL-1y a
su homodlogo TML-1 podria justificar la falta de malignidad en las células DP, ya que ha sido implicado
en la generacion de malignidad en presencia de mutaciones en ATM (Chun et al. 2002). Por lo que lo
mas probable es que exista un grupo de oncogenes y genes supresores de tumores que en distintas
combinaciones puedan generar una T-PLL. El hallazgo de anormalidades cromosdmicas similares en
las células de este paciente nos sugiere una predisposicion a desarrollar un proceso neoplasico en el

futuro.

La coexpresiéon de los receptores CD4 y CD8 en las células T de este paciente, las
anormalidades cromosémicas implicando al cromosoma 11, X y la presencia del isocromosoma 8q10
son altamente sugestiva de T-PLL. Se han distinguido dos tipos de presentacion de T-PLL, la
tipicamente progresiva con un curso agresivo y la que es precedida por un curso clinico indolente con
moderada leucocitosis y que tras esta fase que tiene una media de 33 meses de duracion progresa a
un estado agresivo similar a la primera (Garand et al. 1998). Lo que ha sugerido que un estado silente
preleucémico podria preceder a muchos casos de T-PLL esporadica, similar a lo que ocurre en los
casos de AT. No obstante, no existe ninguna asociacién entre la presentacion de la enfermedad y el

fenotipo concreto de la expansién sea CD4, CD8 o DP.

La afectacion en epitelio es un dato muy llamativo en este paciente, ya que esta implicacion
cutanea se suma a la del epitelio respiratorio. Las manifestaciones en la piel no son infrecuentes en
T-PLL encontrdndose en el 20% de los pacientes, la histologia de la piel en T-PLL es muy
caracteristica mostrando infiltracién en dermis, preferencialmente alrededor de apéndices y epidermis
descamativa (Krishnan et al. 2006). Demostrada la clonalidad de las células DP y con la presencia de
lesiones descamativas generalizadas en la piel de las manos, quisimos descartar una posible variante
linfoproliferativa cutanea. Las moléculas de adhesion y los receptores de quimiocinas estan
implicados en la atraccion especifica de células T hacia la piel mostrando un importante rol en la
patofisiologia de los linfomas cutaneos, es el caso de la expresién de CCR4, CCR10 y CCR7 en
células clonales en el sindrome de Sézary (Sokolowska-Wojdylo et al. 2005). De la misma forma
nuestros resultados confirman el concepto de que los receptores de quimiocinas tienen gran
importancia en la patofisiologia que ha desencadenado en este caso un sindrome de BOOP,
sugiriendo que un clon de células en la sangre periférica con un determinado patrén de estos
receptores puede generar una clinica determinada.

El sindrome BOOP es un hallazgo patoldgico caracterizado por la presencia de tejido de
granulacion dentro de la luz distal de los espacios aéreos. Este patron patolégico refleja un tipo de
proceso inflamatorio generado por un dafio en el pulmén (Ryu et al. 2003). Puede ser producido por
una gran variedad de procesos inmunoldgicos y/o inflamatorios, incluidos los asociados con

enfermedades autoinmunes, infecciones, reacciones de hipersensibilidad, sindromes mielodisplasicos
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y los desencadenados por tratamientos con gran variedad de drogas o agentes fisicos. Se han
descrito asociaciones entre leucemia indolente secundaria a una infecciéon por HTLV-1 y BOOP, en
las cuales el proceso linfoproliferativo y/o leucémico previamente descrito genera un sindrome BOOP
como una complicacién tardia (Matsuo et al. 2000) (Battistini et al. 1997).

No obstante, el caso aqui estudiado se inicia con clinica y diagndstico de BOOP vy
posteriormente se encuentra como probable agente causal una proliferacién persistente de células
DP. Como se ha resaltado previamente, el estudio de esta poblacién presente en sangre periférica y
en LBA muestra unas caracteristicas fenotipicas similares a las de células leucémicas en T-PLL pero

sin manifestaciones clinicas de malignidad.

Aunque en los estudios realizados sobre proliferaciones de células DP en periferia no se ha
profundizado en el defecto molecular que lleva a la coexpresion de CD4 y CD8, pensamos que en el
caso aqui analizado algunas de las aberraciones cromosémicas podria afectar a mecanismos
implicados en seleccién de los correceptores CD4 y CD8 haciendo que finalmente se coexpresen en

este tipo de linfoproliferaciones.
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Las IDP han pasado de ser consideradas enfermedades inusuales, de mal pronéstico y
tipicamente infantiles, a cuadros clinicos relativamente comunes, que cuando se buscan
surgen implicadas en procesos infecciosos cronicos, recidivantes 0 por gérmenes poco
frecuentes. La aparicion de las manifestaciones en edades adultas es cada vez mas comudn

y esto es posible a que la identificacion de formas menos graves es cada vez mas habitual.

Inmunodeficiencias primarias monogénicas

1- Hemos descrito una nueva mutacion GIn-103-STOP (Q103X) en el dominio PH de
la proteina Btk, con una correlacion completa entre el genotipo, expresion proteica y fenotipo
clinico. La aproximacion por métodos bioquimicos y funcionales proporciona un diagndéstico
rapido, imprescindible para aplicar un tratamiento precoz, como se ha llevado a cabo en los
pacientes con XLA, Déficit de ADA y Enfermedad Granulomatosa Croénica estudiados en

esta Tesis.

Sindrome de hiper IgM

2- El Sindrome de hiper IgM incluye una serie de defectos moleculares que afectan
directa o indirectamente al linaje B. Los dos casos con hiper IgM descritos en esta Tesis
muestran la ausencia de células B memoria IgM+CD27+, lo que nos permite caracterizarlos
dentro del grupo HIGM4.

Sindrome linfoproliferativo autoinmune (ALPS)

3- Hemos descrito dos familias (A y B) con diferentes mutaciones que afectan al
residuo 234 de la proteina FAS, las cuales se correlacionan con una apoptosis via Fas
disminuida, con la presencia de células DNT y con una penetrancia clinica variable, lo que
nos permite definirlas como ALPS tipo la. El resto de los pacientes, sin mutaciones en Fas,
muestran alteraciones funcionales en la apoptosis via Fas, lo que sugiere que otros defectos
en las vias implicadas en apoptosis pueden ser los responsables de la patologia y los
clasificamos en el grupo de ALPS I11.

Poblacién doble positiva en un paciente con patologia respiratoria

4- Existen situaciones en las que grandes alteraciones en poblaciones linfocitarias no
siempre conllevan una clinica de IDP. Las caracteristicas de la poblacion DP estudiada
indican que fenotipicamente se trata de una poblacion T CD3CD4CD8ab, que
funcionalmente pertenecen a la estirpe de células T colaboradoras CD4. La expresion de la
integrina CD103 y del receptor de quimiocinas CCR6 en la poblacién DP y su presencia en
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el érgano diana de la enfermedad, justifican su tropismo a mucosa pulmonar y relacionan
dicha poblacién con la patologia respiratoria.

5- La clonalidad de las cadenas by gdel TCR, junto a las alteraciones cromosémicas

encontradas en la poblacion DP sugieren un estado preleucémico en esta poblacion, que
requeriria alteraciones genéticas adicionales para desarrollar un proceso neoplasico franco.
El distinto patron citogenético en el cromosoma 14, respecto a las T-PLL sugiere que el

punto de rotura 14932 podria estar relacionado con el desarrollo de malignidad.

6- Los resultados de esta Tesis muestran que la complejidad de las patologias que
afectan al sistema inmunoldgico, requiere técnicas cada vez mas innovadoras y especificas
para determinar los defectos responsables de un fenotipo concreto. El estudio genético,
molecular y funcional sistematico de estas enfermedades permite diagnosticar y clasificar

entidades ya descritas, asi como abordar el diagndstico de nuevas patologias.
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