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Resumen

El estado mutacional de IGHV (immunoglobulin
heavy variable region) ha sido establecido como
uno de los factores prondstico mas importantes en
LLC, permitiendo dividir a los pacientes en muta-
dos (M), asociados a buena evolucion clinica, y no
mutados (NM), relacionados a pronostico adverso.
Diferentes estudios han demostrado la presencia
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de un repertorio sesgado de genes /GHV en LLC,
asi como la existencia de una fraccion de pacien-
tes que presentan BCRs (B-cell receptors) de alta
homologia, denominados estereotipados (BCREs).
Los mismos se encuentran agrupados en clusteres
definidos en base a la similitud de la secuencia de
aminoacidos (aa) de la region VH CDR3 (variable
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heavy chain complementarity-determining region
3), entre los cuales los clusteres #1, #2, #4 y #8 son
los més frecuentes y se hallan relacionados con el
curso clinico de la enfermedad. El objetivo de este
estudio fue analizar el estado mutacional, el uso de
genes /GHV y la expresion de BCREs en pacientes
con LLC de diferentes paises latinoamericanos en
un estudio multicéntrico desarrollado en el contexto
del Grupo Latinoamericano de LLC (LAG-CLL).
Nuestra cohorte incluyd 431 pacientes con LLC no
seleccionados de Argentina (253), Uruguay (99) y
Venezuela (79). El analisis de los datos mostrd una
sobrerrepresentacion de casos mutados. Con respec-
to al uso de la familia IGHV, se encontr6é una dis-
tribucion VH3>VH4>VH1 en Argentina, mientras
que VH3>VH1>VH4 estuvo presente en los demas
paises. Los genes mas frecuentemente utilizados
fueron IGHV1-69, IGHV3-23 e IGHV4-34. IGHV3-

Abstract

The IGHV (immunoglobulin heavy chain variable
region) gene mutational status is considered an im-
portant prognostic factor in chronic lymphocytic
leukemia (CLL). We have evaluated the presence
of IGHV mutational status, gene usage and stereo-
typed B-cell receptors (BCRSs) in CLL patients
from a multicenter study developed in the context
of the Latin American Group of CLL (LAG-CLL).
Our cohort included 431 unselected CLL patients
from Argentina (253), Uruguay (99) and Venezuela
(79). Analysis of data showed over-representation
of mutated cases. Concerning IGHV family usage,
VH3>VH4>VHI1 distribution was found in Argen-
tina, while VH3>VH1>VH4 was observed in the
other countries. The most frequently used IGHV
genes were IGHV1-69, IGHV3-23 and IGHV4-34.
IGHV3-21 was present in 10% of Venezuelan pa-

Introduccion

La leucemia linfocitica cronica (LLC) es la forma
mas comun de leucemia en adultos en el mundo
occidental, representando casi el 30% de todas las
leucemias!'?. El curso clinico es muy variable, con
tiempos hasta la progresion que van de meses a dé-
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21 estuvo presente en el 10% de los pacientes ve-
nezolanos, pero mostré frecuencias mas bajas en la
cohorte uruguaya (2%) y un porcentaje intermedio
en la serie argentina (6,7%). Los BCREs estuvieron
presentes en 15.2% del total de casos. Se detectaron
dos nuevos clusteres potenciales. El gen IGHV3-
21 siempre se incluyo en el grupo heterogéneo en
la cohorte venezolana. La serie argentina exhibid
sobrerepresentacion del claster #2 (3,13%), mien-
tras que Uruguay mostro la frecuencia mas alta de
cluster #4 (4,04%). Los pacientes con LLC de Vene-
zuela mostraron porcentajes muy bajos de clusteres
mayores (5.1%). Estos resultados constituyen los
primeros datos integrados de paises latinoamerica-
nos y muestran diferencias interesantes, que reflejan
variaciones genéticas y/o diferencias en los factores
ambientales que operan en la patogénesis de la LLC
en este area geografica particular.

tients but showed lower frequencies in the Uruguay-
an (2%) cohort and intermediate frequency in the
Argentinean series (6.7%). BCRSs were observed
in 15.2% of total cases. Two novel potential subsets
were detected. IGHV'3-21 gene was always included
in the heterogeneous group in Venezuelan cohorts.
Argentinean series exhibit over-representation
of cluster #2 (3.13%), while Uruguay showed the
highest frequency of cluster #4 (4.04%). Venezuelan
CLL patients showed very low percentages of major
clusters (5.1%). These results are the first integrated
IGHYV analysis from Latin American countries. They
showed interesting differences, reflecting variations
in the genetic background and/or differences in en-
vironmental factors operating in CLL pathogenesis
in this particular geographic area.

cadas. Si bien los sistemas de estadificacion clinica
establecidos independientemente por Rai y col® y
Binet y col® han sido muy utiles en las decisiones
de manejo y tratamiento de la enfermedad, resultan
necesarios marcadores adicionales para identificar

HEMATOLOGIA * Volumen 22 N° 1 13-20, 2018



RECEPTORES ESTEREOTIPADOS EN PACIENTES CON LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA.

a los pacientes que presentan mayor riesgo de pro-
gresion. El analisis del estado mutacional de /IGHV
(immunoglobulin heavy chain variable region)®®
presenta alto valor pronostico, habiendo permitido
definir dos grupos con curso clinico diferente: pa-
cientes con el gen mutado (M) (<98% de homologia
con respecto a la linea germinal), asociados a buena
evolucion clinica, y aquéllos con /GHV no mutado
(NM) (con homologia de 98% o superior), relacio-
nados a progresion de la enfermedad.

Durante la maduracion de las células B normales en
los organos linfoides primarios, el reordenamiento
de los genes de la cadena pesada de la inmunoglo-
bulina (/GH): region variable (V), region diversidad
(D) y region union J (Joining), unidos a los genes de
la cadena liviana de la inmunoglobulina (/GL) kappa
o lambda, proporcionan la base para la estructura del
receptor de células B (B-cell receptor; BCR)?. Los
fragmentos V se agrupan por homologia de secuen-
cia en 7 familias: VH1-VH7 que, al unirse luego a
los segmentos D y J, originan un amplio repertorio
de rearreglos /GHV posibles. Asimismo, cuando la
molécula de inmunoglobulina de la superficie celular
reconoce su antigeno especifico, se pueden producir
mutaciones somaticas en los genes VH. Este proce-
s0, conocido como hipermutacion somatica (HMS),
introduce variabilidad adicional y contribuye a un
mejor reconocimiento antigénico por el BCR. Asi, el
repertorio de células B comprende alrededor de 10"
especificidades antigénicas diferentes, determinando
que la probabilidad de que dos clones de células B
independientes puedan llevar exactamente el mismo
BCR solo por azar es practicamente insignificante.
Por su parte, la LLC muestra un repertorio de ge-
nes /GHV sesgado, siendo los que pertenecen a las
familias VH3, VH4 y VH1 los mas utilizados®*'?,
Igualmente, se observa mayor representacion de
VH3 y VH4 en el grupo M y predominio de VH1
en el estado NMU?9. Ademas, la HMS no es unifor-
me entre los genes IGHV: el gen IGHV 1-69 presenta
pocas o ninguna mutacion, mientras que los genes
IGHV3-7,IGHV3-23 e IGHV4-34, muestran mayor
carga de HMS(9. Esta asimismo ampliamente docu-
mentado que el uso de genes /GHV varia en diferen-
tes regiones geograficas® 1319,

Paralelamente, una proporcion de pacientes con
LLC exhibe secuencias de aminoacidos (aa) alta-
mente homologas en la region VH CDR3 (variable
heavy chain complementarity-determining region 3)
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de la IGH!19_ critica para la elaboracion del sitio
de reconocimiento antigénico. Esas secuencias casi
idénticas denominadas “estereotipadas” (BCRE;
B-cell receptor estereotipado), podrian determinar
especificidades antigénicas similares. Las mismas se
encuentran con mayor frecuencia en los casos con
IGHV-NMU119 y se agrupan en clusteres de homo-
logia. Existen diferentes criterios para identificar
BCRE:s. El primero, establecido por Messmer y col.
19y Tobin y col.!"”, requiere utilizar los mismos ge-
nes IGHV-IGHD-IGHJ. Poco después se agruparon
en clusteres, secuencias con una identidad de aa en
VH CDR3 igual o superior al 60%*!”, aun con ge-
nes /GHV distintos. Més recientemente se observo
que las secuencias VH CDR3 estereotipadas podrian
ser compartidas entre pacientes que utilizaban genes
de /IGHV diferentes pero pertenecientes al mismo
clan filogenético, estableciendo un nuevo criterio
para la identificacion de BCREs"?. En algunos ca-
sos, la presencia de BCREs asignados a un cluster
determinado se correlaciona con el curso clinico
de la enfermedad, independientemente del estado
mutacional o del gen /GHV involucrado®!31819_ Al
presente existe escasa informacion sobre este tema
de los paises de Latinoamérica. En este contexto, el
objetivo del presente estudio fue analizar el estado
mutacional, el patron de IGHV y la expresion de
BCRE:s en pacientes de diferentes paises de América
del Sur, como parte de un estudio multicéntrico desa-
rrollado en el marco del Grupo Latinoamericano de
LLC (LAG-CLL).

Materiales y métodos

Pacientes

Nuestra cohorte incluy6 431 casos con LLC no se-
leccionados (256 varones y 175 mujeres; edad me-
dia: 68,4 anos, rango: 35-88 afos; estadios Rai: 0:
44.4%, 1-11: 41% y III-1V: 14,6%): 253 de Argentina,
99 de Uruguay y 79 de Venezuela. La distribucion
de pacientes de cada pais por sexo, edad y estadios
clinicos se detalla en la Tabla 1. El diagndstico fue
establecido de acuerdo con el International Work-
shop on Chronic Lymphocytic Leukemia Criteria®.
El estudio fue aprobado por los Comités de Etica
locales de cada Institucion. Todas las personas die-
ron su consentimiento informado. El protocolo de
estudio se efectud conforme a las normas éticas es-
tablecidas en la declaracion de Helsinki 1975.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes con LLC analizados.

Caracteristicas clinicas Cohortes

Argentina Uruguay Venezuela
Ne de pacientes (n) 253 99 79
Sexo F/M 103/150 37/62 35/44
Edad media (afios) (rango) 65,3 (35-88) 67,6 (40-87) 68,6 (41-83)
Estadios clinicos (%)
Rai 0 31,3 54,0 50,0
Rai -1 52,7 21,0 42,4
Rai -1V 16,0 25,0 7,6

F: Femenino,; M: Masculino, n: numero

Analisis del estado mutacional de IGHV

Se trabajoé con cDNA obtenido de células mono-
nucleares de sangre periférica, empleando primers
sentido especificos para las familias VHI-VH7 y
consenso antisentido JH o Cp, y secuenciacion bi-
direccional, empleando las condiciones y ciclados
previamente descriptos®). El analisis de las secuen-
cias se efectud utilizando las bases de datos IMG-
T/V-QUEST (http://imgt.cines.fr/) e IgBlast (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/).

Identificacion de receptores estereotipados

Para identificar receptores estereotipados se utiliza-
ron los criterios establecidos por Stamatopoulos y
col.1¥y Bomben y col.!"V, asi como el nuevo enfoque
preconizado por Agathangelidis y col.!'? Para el pri-
mer analisis se realizo el alineamiento en pares con
secuencias estereotipadas conocidas, disponibles en
diferentes bases de datos publicas'-'¥ utilizando el
algoritmo Clustal Omega. Se excluyeron pares de
secuencias cuya longitud diferia en mas de 3 aa. Los
BCRs se consideraron estereotipados cuando sus
secuencias compartian mas del 60% de identidad.
También se efectiio el alineamiento de secuencias
entre nuestros casos para investigar posibles nuevos
estereotipos. Para la aplicacion del segundo enfoque
de busqueda se requiere que se asignen al mismo
cluster solo las secuencias reordenadas que portan
genes /GHV del mismo clan filogenético (sea: I, Il o
III), lo que significa que su linea germinal es cercana
y esta evolutivamente relacionada.

Las secuencias deben tener ademas idénticas longi-
tudes de VH CDR3 y posiciones exactas de aa com-
partidos dentro de esta region, poseer al menos el
50% de identidad de aa y mostrar 70% de aa con
propiedades fisico-quimicas similares'?. Los clus-
teres que contienen mayor numero de secuencias,
por ser los mas frecuentes, se denominan clusteres
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mayores (CM)(?, Para la busqueda de CM se utilizo
la herramienta bioinformatica ARResT/AssignSub-
sets®.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado usando el pro-
grama IBM SPSS Statistics 24. La comparacion de
la distribucion de variables categoricas se realizd
empleando la prueba de %2 o el test exacto de Fisher.
Para todas las pruebas, se consideré como estadisti-
camente significativo un p<0,05.

Resultados

El analisis de las distintas cohortes mostré que mas
del 50% de los casos de Argentina, Uruguay y Ve-
nezuela fueron LLC-M (58%, 51,5% y 53,2%, res-
pectivamente). Los pacientes argentinos presenta-
ron una distribucion VH3>VH4>VHI, en tanto que
las cohortes restantes fueron VH3>VH1>VH4. Dos
pacientes argentinos mostraron rearreglos dobles.
Por su parte, el gen /GHV3-23 fue el mas frecuente
en Argentina y Uruguay, /[GHVI1-69 en Venezuela,
e IGHV3-7 en Uruguay y Venezuela, observandose
diferencias poblacionales para IGHV3-21, IGHV3-
23 e IGHV3-7 (p<0,0256) (Figura 1).

El alineamiento de secuencias permitiéo observar la
presencia de BCREs en el 13,8% del total de pa-
cientes, asociados a IGHV-NM (71%) (Tabla 2).
Dos casos argentinos y dos venezolanos presenta-
ron homologia en el VH CDR3 entre si, con secuen-
cias no descriptas previamente, pudiendo constituir
nuevos clusteres, que denominamos NAR y NVE,
respectivamente. Cuando se analizaron los CM, los
pacientes argentinos y uruguayos mostraron fre-
cuencias de 12% y 11%, respectivamente, en tan-
to que los mismos solo representaron el 5% de los

HEMATOLOGIA * Volumen 22 N° 1 13-20, 2018
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casos venezolanos. El porcentaje total de BCREs
considerando ambos criterios de deteccion en for-
ma conjunta fue de 16,2%, 20,2% y 15,2% para
Argentina, Uruguay y Venezuela, respectivamente.
Por su parte, el porcentaje de CM de toda la cohorte
fue de 10,4%, mientras que el porcentaje global de
BCREs de la serie, considerando los dos métodos
de analisis, fue de 15,2%. Asimismo, el cluster #2,
asociado a mal prondstico, fue el mas frecuente en
los pacientes argentinos (3,13%), y el cluster #4, de
curso indolente, en Venezuela y Uruguay (2,53% y
4,04%, respectivamente). El cluster #1, de prondsti-
co adverso, se encontr6 presente en el 1,7% del total
de los pacientes. En la cohorte uruguaya se observo

un caso correspondiente al clister #99, satélite del
cluster #1, también de prondstico adverso. Ademas,
el gen IGHV1-69 pudo asignarse a distintos cluste-
res: #3, #5, #6, #7 y #59 todos de mal pronostico.
Se observo una gran diferencia en la frecuencia del
rearreglo /IGHV3-21, presente en el 10% de los pa-
cientes venezolanos (siempre asociado a receptor
heterogéneo), y en menores porcentajes en la pobla-
cion uruguaya (2%) y argentina (6,5%), en la que el
47% de los casos correspondié al cluster #2. A su
vez, la cohorte uruguaya present6 el mayor nlimero
de pacientes con el gen /GHV4-34 incluidos en el
cluster #4 (57%,).
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Figura 1. Uso de genes IGHV. Diferencia significativa entre Uruguay y Venezuela para los genes IGHV3-21 e
IGHV3-23 (p=0,024 y *p=0,013, respectivamente). Diferencia significativa entre Argentina y Uruguay para el
gen IGHV3-7 (+p=0,0256).

Tabla 2. Receptores esterotipados en distintos paises de Latinoamérica

Clusteres Agathangelidis
Pais Stamatopoulos/ Clusteres BCRES
Total (%)
Bomben mayores
NM/Total Total BCREs/ NM/Total Total BCREs/Total
BCREs Total rearreglos (%) BCREs rearreglos (%)

Argentina 18/34 34/255 (13.3%) 13/31 31/255 (12.2%) 16,0
Uruguay 14/14 14/99 (14.1%) 6/11 11/99 (11.1%) 20,2
Venezuela 8/12 12/79 (15.2%) 2/4 4/79 (5.1%) 15,2
Cohorte total 40/60 60/433 (13,8%) 21/46 45/433 (10,4%) 15,2

NM: no mutado, BCREs: B-cell receptors estereotipados

Discusion

En el presente estudio se efectud el analisis del uso
del gen /GHV, el estado mutacional y la presencia
de BCRESs en una larga serie de pacientes con LLC
de Argentina, Uruguay y Venezuela, siendo a nues-
tro conocimiento, el primer estudio multicéntrico
que integra pacientes de varios paises de América
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del Sur, desarrollado en el contexto de LAG-CLL.

El analisis de toda nuestra cohorte mostré una dis-
tribucion similar de casos con genes IGHV My NM
que aquéllos reportados para poblaciones occidenta-
les, con sobrerrepresentacion del estado M®2324, En
cuanto a la distribucion familiar de IGHV, toda la
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serie mostrd una mayor representacion de la familia
IGHV3 seguida de IGHV1 e IGHV4. Esta distribu-
cion fue distinta en pacientes de Argentina que mos-
traron IGHV3>IGHV4>IGHV1.

Respecto al uso de los genes /GHV, Argentina
mostré una mayor heterogeneidad en comparacion
con Uruguay y Venezuela. Distintas evidencias
han sugerido que la expresion del gen IGHV3-21
en la LLC puede representar un factor prondstico
adverso, independientemente de la presencia de
HMS132520_Sin embargo, estudios de los paises me-
diterraneos demostraron que la LLC con /IGHV3-21
cluster #2 presenta una mayor agresividad clinica,
menor tiempo al primer tratamiento (TTT) o hasta
la progresion, en comparacion con los casos de LLC
que expresan IGHV3-21 no estereotipado®!). Esta
observacion fue confirmada con un estudio de 8593
casos, donde solo las LLC con IGHV3-21 estereo-
tipado correspondientes al cluster #2, presentaban
un curso agresivo independientemente de su esta-
do mutacional, en tanto que las /GHV3-21 hetero-
géneas (no estereotipadas) mostraban un curso de-
pendiente de su estado mutacional'®. Es interesante
sefialar las diferencias observadas en la distribucion
de este gen en los distintos paises, con una presencia
reducida en la cohorte uruguaya, alta frecuencia en
pacientes venezolanos y proporcion intermedia en
la serie argentina (6,7%), este ultimo resultado no
esperado teniendo en cuenta el predominio de as-
cendencia europea procedente de la region medite-
rranea en la composicion genética de la poblacion
de este pais®”. Datos de la literatura® muestran una
alta frecuencia de /GHV3-21 en venezolanos mes-
tizos (22,2%), reflejando la importancia de las ca-
racteristicas genéticas en la ocurrencia de diferentes
reordenamientos en distintos grupos étnicos. En este
contexto, resulta de interés remarcar que este gen
estuvo siempre asociado a receptores heterogéneos
en la cohorte venezolana, en tanto que el 47% de los
rearreglos argentinos correspondieron al cluster #2,
de mal prondstico.

Con respecto a los BCREs, el porcentaje de CM de
toda la cohorte fue ligeramente inferior al reportado
en paises europeos (12%)"?, siendo de destacar la
baja frecuencia observada en pacientes venezola-
nos. Estudios en series mas numerosas permitiran
comprender las bases biologicas de este hallazgo.
Por su parte, el porcentaje global de BCREs de la
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serie, considerando ambos métodos de deteccion,
fue similar al reportado en cohortes de tamafio
comparable*!¢17, No obstante, los estudios a gran
escala han demostrado que estos receptores repre-
sentan una fraccion de alrededor del 20-30% de los
casos!1219),

Con respecto al cluster #4, fue el mas frecuente en
la cohorte uruguaya y, al igual que en otras series
(1219 "se asocid a una configuracion casi exclusiva-
mente M. Estos pacientes se caracterizan por tener
una edad temprana al momento del diagnéstico, un
TTT largo, un perfil citogenético favorable y un
curso clinico indolente a pesar de su edad tempra-
na de presentacion'*?». Con relacion al cluster #8,
un subset muy agresivo complicado por infecciones
severas recurrentes, transformacion a Richter o la
ocurrencia de un tumor sélido secundario®, fue ob-
servado con mas frecuencia en la cohorte uruguaya.
Concluyendo, el presente estudio aporta, a nuestro
conocimiento, los primeros resultados integrados
de IGHV de distintos paises de América del Sur.
Nuestros datos muestran diferencias y similitudes
en los pacientes con LLC de los tres paises analiza-
dos, posiblemente relacionadas a factores genéticos
y/o ambientales. Simultaneamente, cabe destacar la
importancia del analisis de los BCREs, tendiente a
precisar con mas certeza el pronostico de la enfer-
medad en estadios tempranos de la misma, sobre
todo cuando estan involucrados los clusteres #1, #2,
#4 y #8, por ser los mas frecuentes y mejor caracte-
rizados a nivel biologico.
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