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RESUMEN

La acumulacién de células T CD3*/CD4CD8/TCRap* es un hito en el Sindrome
Linfoproliferativo Autoinmune, el cual se caracteriza por un desorden de la homeostasis de
linfocitos asociado con mutaciones en genes involucrados en la via Fas de apoptosis. Por su
relevancia en el diagndstico de esta enfermedad y con el objetivo de constatar su utilidad
diagnostica, se incorpora en el Instituto de Hematologia e Inmunologia dicha determinacion. Se
tomo6 como referencia un paciente con Sindrome de Evans-Fisher que fue remitido al laboratorio
para efectuarle estudios de la inmunidad celular; y que a la discusion colectiva mostré una serie
de datos clinicos que sugirieron la posibilidad de que presentara un Sindrome Linfoproliferativo
Autoinmune. El estudio incluyo la cuantificacion de linfocitos T doble negativos TCRaf+, y un
inmunofenotipo disefiado para evaluar la activacion y diferenciacién de células T, y la regulacién
de la respuesta inmune. Se constat6 la presencia de una poblacién doble negativa TCRaf* que
representd un 11,60 % en el paciente, en relacion con 1,45 % en el control sano. Se tom6 como
valor de referencia 2,5 % como limite superior de normalidad para células doble negativas
TCRof*, medidas sobre CD3+ en sangre periférica. La expansion inusual de esta poblacion de
células doble negativas maduras que expresan TCRof3* rearreglado es un rasgo distintivo y
diagnéstico de la enfermedad; y se corresponden con un fenotipo senescente, con débil
modulacion de sus correceptores CD4 y CD8. La evaluacion global de la regulacion de la
respuesta inmune usando el Kit CD4/CD25/Foxp3, mostrd una disminucion de las células T
CD4"CD25" y de la expresion del factor de transcripcion Foxp3, lo que conlleva a la
autoinmunidad, especificamente mediada por células T CD4", y a la linfoproliferacion. Se
concluye que el paciente padece una enfermedad por inmunodeficiencia primaria: Sindrome
Linfoproliferativo Autoinmune.
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INTRODUCCION

El sindrome linfoproliferativo autoinmune (ALPS) es un desorden caracterizado por
desregulacién inmune debido a la ruptura de la homeostasis de linfocitos, que se produce como
resultado de mutaciones en la via apoptética mediada por Fas. Esta enfermedad es a veces mal
diagnosticada debido a su expresion fenotipica variable y al solapamiento de sintomas con otros
muchos desdrdenes hematoldgicos e inmunolégicos.t

Al laboratorio llegé remitido un paciente con diagndstico de sindrome de Evans- Fisher (SEF)
para realizarle estudios de la inmunidad. Se trata de un paciente que desde la edad de lactante
tuvo mdltiples ingresos por sepsis graves, con anemia intensa y trombocitopenia severa.

En la evaluacién de la historia de la enfermedad por el equipo de trabajo, se observaron una serie
de datos clinicos que sugirieron la posibilidad de que el paciente presentara un ALPS, por lo que
se decidio incorporar como parte del estudio, la cuantificacion de las células T CD3+CD4-CD8-
(células T doble negativas 6 DNT) que expresan TCRof+

Las vias de diferenciacion de DNT TCRap+ y el papel de Fas en este proceso no estan claros,
algunos autores hipotetizan que pueden estar representadas por descendientes directos de células
T simple positivas crénicamente activadas, con correceptores desregulados, en un estado de
diferenciacion en que eran destinados a perecer por apoptosis mediada por Fas.™

La poblacién de células TCRap+ DNT requerida para el diagndstico debe derivarse del estudio
particular de cada laboratorio en sus poblaciones, pero diversos grupos de trabajo coinciden en
que los valores limites patologicos son > 1,5 % en linfocitos totales o > 2,5 % en linfocitos
CD3+.4

Las evidencias demuestran que las células DNT ALPS no estan simplemente acumuladas en
retiro senescente; ellas y sus precursores permanecen activas y proliferan bajo la influencia de
sefiales de activacion. ® Aunque numerosas deficiencias genéticas llevan a la linfoproliferacion de
células T, s6lo aquella causada por una via Fas defectuosa es dominada por células T doble
negativas. 2

En inmunologia clinica la distincion entre células CD45RA+ y CD45RO+ es particularmente (til
para determinar el estado del compartimiento de células T “naive” en relacion con su origen

timico. Los desordenes por inmunodeficiencia primaria se caracterizan por una disminucion o

.
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ausencia, y ambos, del rendimiento del timo; y a menudo involucra la disminucion de linfocitos T
CD45RA+,

Evidencias cientificas sugieren el importante papel de la subpoblacion T “naive” en el origen y el
mantenimiento de efectores autorreactivos en la periferia. (5)

Las células T reguladoras son capaces de controlar células T autorreactivas efectivamente, en
especial cuando la seleccion negativa timica es defectuosa. Su diferenciacién y funcion esta
controlada por Foxp3. La disminucion o ausencia de las células T reguladoras conlleva a
enfermedades autoinmunes, especificamente aquellas mediadas por células T CD4+, y a la

linfoproliferacion caracterizada por inflitrados multiérganos y otros desordenes autoinmunes.* ®

OBJETIVO

General: Establecer el diagnostico de un paciente en edad pediatrica con sospecha de
inmunodeficiencia primaria por desregulacion, un Sindrome Linfoproliferativo Autoinmune
(ALPS).

Especificos:

1. Evaluar la poblacién DNT TCRap+, relevante en el diagnostico de ALPS.

2. Cuantificar poblaciones celulares que exhiban marcadores de activacion, diferenciacion y

regulacion de las células T relevantes en el estudio de esta enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Se usaron los anticuerpos monoclonales (AcMo) a CD4FITC/CD8PE/CD3PC5 triple marcado
(Beckman Coulter), TCRapAPC, CD4PE, CD45RAPerCP, CD45ROFITC, CDSFITC,
CD45ROPE, CD4APC, CD25F, CD56PE, CD19PerCP, CD3PE, CDS5PE, CD45PerCP,
CD4FITC, CD38FITC, HLA DR 'y e Kit de células T reguladoras
CDA4FITC/CD25PE/Foxp3APC, todos ellos de Miltenyi Biotec.

El ensayo incluyd el uso de un control sano. Ambas muestras fueron procesadas al unisono para
garantizar reproducibilidad. Las muestras se adquirieron en un citometro Beckman Coulter
Gallios, con el uso del programa Kaluza, version 1.2.

La estrategia de analisis comprendid la formacion de ventanas “gate” que se sobrelapan, para la

cuantificacion de DNT TCRap+ y de las células T reguladoras.
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RESULTADOS

El paciente estudiado mostr6 11,60 % de células T doble negativas TCRaf+, en relacion con un
1,45 % del control sano. La presencia de esta poblacion de células T en pacientes diagnosticados
con SEF, auin en ausencia de linfoproliferacion, es consistente con ALPS.®

La poblacién DNT TCRoaf* aumentada y la linfoproliferacion -expresada como linfoadenopatias
y esplenomegalia de causa no infecciosa ni maligna-, de al menos 6 meses de evolucién; mas los
hallazgos inmunohistoldgicos tipicos encontrados en la biopsia de ganglio del paciente
(hiperplasia paracortical), la presencia de citopenias autoinmunes (anemia hemolitica y
trombocitopenia) e hipergammaglubulinemia, conllevaron al “diagndstico probable” de ALPS en
el paciente estudiado.

La acumulacion de las DNT en los linfonodos y otros 6rganos periféricos es acompafiada de
cambios cualitativos en la composicion del repertorio de células T, de tal modo, el
inmunofenotipo realizado contempld marcadores de activacion, diferenciacion y regulacion.

La evaluacion de la activacion sobre linfocitos T y células NK arrojo que existia una ligera
disminucion de la expresion del receptor para IL-2, CD 25.

La poblaciéon CD19+CD25+ se expresé en mayor por ciento -aunque discretamente- en el
paciente que en el control sano, lo que se relacion6 directamente con la presencia de
hipergammaglobulinemia, IgA elevada y presencia de autoanticuerpos; resaltado ademas por la
elevada expresion de la poblacién autorreactiva CD19+CD5+ en el paciente estudiado (11,73 %
vs 0,39 %).

Para conocer el impacto sobre la diferenciacion celular se evaluaron las subpoblaciones de
células efectoras y de memoria para linfocitos T CD4+ y CD8+, mediante la combinacién de las
isoformas CD45RA y CD45R0.

CDA45RA se expresa en linfocitos T virgenes. Particularmente la poblacion CD4+CD45RA+ tiene
una funcién esencial como inductora de supresion, y se encuentra disminuida en el paciente
estudiado, en relacion al control. (29,11 % vs 62,75 %, respectivamente) Igual comportamiento
mostraron las células de memoria y efectoras CD4+CD45R0O+, 53,38 % vs 73,37 %.

En la propia poblacion CD4+, se pudo constatar la presencia de un clon que expres6 ambos
receptores (CD45RA y CD45R0), probablemente una poblacion TEMRA (terminally

.
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differentiated effector memory cells). Al comparar los resultados, inesperadamente se encontrd

que habia una ligera disminucion entre paciente y control (2,70 % vs 4,0 %).

Como el fenotipo caracteristico de la poblacién celular TEMRA no se pudo corroborar no se
hicieron valoraciones concluyentes.

La combinacion de las isoformas de CD45 también se usé para estudiar los linfocitos T CD8+,
pero se observd un comportamiento similar entre paciente y control sano.

El andlisis de la regulacion de la respuesta inmune permitié constatar una disminucion de la
poblacion CD4+CD25+ y de la expresion del factor de transcripcion Foxp3, en el paciente

respecto al control. (figura)
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Figura: Estrategia de analisis de células T reguladoras CD4+CD25+Foxp3+ por citometria de

flujo.
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CONCLUSIONES

1. La cuantificacion marcadamente elevada de linfocitos T CD4-CD8-TCRap+ define el
“diagnostico probable” de Sindrome Linfoproliferativo Autoinmune en el paciente
objeto de estudio.

2. Se constata la activacién aumentada de las células CD19+ y la presencia de la
poblacion autorreactiva CD19+CD5+, responsable en gran medida de la
autoinmunidad y la linfoproliferacion en el ALPS.

3. La disminucién de la poblacién inductora de supresion T CD4+CD45RA+
evidenciada permite corroborar su implicacion en este desorden por
inmunodeficiencia primaria, en relacion a la disfuncion del timo que origina y
mantiene efectores autorreactivos en la periferia. 4) La disminucion de la expresion
del factor de transcripcion Foxp3 observada, sefiala hacia una baja regulacion de la
respuesta que conlleva a la autoinmunidad y a la linfoproliferacion, especificamente

mediada por células T CD4".

RECOMENDACIONES
1. Ampliar el inmunofenotipo por citometria de flujo a la evaluacion de células DNT
TCRap+, de modo que se puedan dilucidar aspectos relativos a su activacion y
diferenciacion.

2. Incorporar el estudio de las mutaciones FAS y sus productos génicos.
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