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Resumen 

Las inmunodeficiencias primarias (IDP) son enfermedades raras ocasionadas por defectos genéticos y/o 

hereditarios en moléculas involucradas en la respuesta inmune. Actualmente estas enfermedades se dividen 

en 9 subgrupos, dentro de las cuales se encuentran las deficiencias predominantemente de anticuerpos y las 

deficiencias del complemento.  Dentro de las deficiencias predominantemente de anticuerpos se encuentra la 

Inmunodeficiencia Común Variable (ICV), la cual es una de las IDPs más frecuentes y más del 90% de los 

pacientes no tienen un diagnóstico molecular definido. También se encuentran las deficiencias del 

complemento dentro de las cuales se encuentra la Deficiencia de C3, la segunda mayormente reportada 

según LASID.  

La caracterización genética de estas enfermedades es muy importante, para realizar consejería genética y 

proponer terapias más específicas. En el presente trabajo se realizó un análisis de secuenciación del exoma 

en cuatro pacientes (3 de ellos con diagnóstico de ICV y 1 con deficiencia del complemento), se identificaron 

cuatro variantes en 4 genes priorizados (TNFRSF9, A2M, TCF3 y C3) y posteriormente se realizó una 

confirmación de las mutaciones encontradas. A uno de los pacientes se le realizó la medición de alfa 2-

macroglobulina y se encontraba disminuida, lo cual indica que la mutación en este gen posiblemente influya 

en la producción de la proteína. Al paciente donde se le encontró la variante en el gen TCF3, se le realizó 

también un modelamiento de su proteína, pero ésta no fue concluyente, ya que según el gráfico de 

Ramachandran la mayoría de los residuos de aminoácidos no se encontraban en la zona favorable y por lo 

tanto la estructura secundaria de la proteína podría ser errada. Se encontró además una disminución en la 

proteína C3 en el paciente con mutaciones en este gen, entonces se realizó pruebas funcionales de 

complemento al paciente, en el cual se identificó que no tenía la proteína.  

Para concluir, el presente trabajo identifica 3 nuevas variantes en los genes mencionados anteriormente y 

que pueden influir directamente en la producción de cada una de las proteínas que codifican. Se necesitan 

más estudios posteriores que realicen procedimientos para analizar funcionalmente cada una de esas 

proteínas.  

Palabras clave: Inmunodeficiencias Primarias, Inmunodeficiencia común variable, deficiencia del 

complemento, TNFRSF9, A2M, TCF3 y C3, variante, mutación, exoma. 

 

Abstract 

Primary immunodeficiencies (PID) are rare diseases caused by genetic and / or hereditary defects in molecules 

involved in the immune response. Currently these diseases are divided into 9 subgroups, among which are 

predominantly antibody deficiencies and complement deficiencies. Among the predominantly antibody 

deficiencies is Common Variable Immunodeficiency (CVID), which is one of the most frequent PIDs and more 

than 90% of patients do not have a defined molecular diagnosis. Complement deficiencies are also found 

within which the C3 deficiency is found, the second mostly reported, according to LASID.The genetic 

characterization of these diseases is very important, to perform genetic counseling and propose more specific 
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therapies. In the present work, exome sequencing analysis was performed for 4 patients (3 of them with 

diagnosis of CVID and 1 with complement’s deficiency) and 4 variants were identified in 4 prioritized genes 

(TNFRSF9, A2M, TCF3 and C3). One of the patients underwent the measurement of A2M and it was 

diminished, which indicates that the mutation possibly influences the production of the protein. The protein 

variant in TCF3 gene was also modeled, but this was not conclusive, since according to the Ramachandran 

graph, most of the amino acid residues were not in the favorable zone and therefore the secondary structure 

of the protein might be not accurate. A decrease in the C3 protein was also found, then a complement test 

was performed on the patient, in which it was identified that it did not have the protein. To conclude, the present 

work identifies 3 new variants in the genes mentioned above that can directly influence the production of each 

of the proteins they encode. Further studies are needed to perform procedures to functionally analyze each of 

these proteins. 

Key words: Primary immunodeficiencies, common variable immunodeficiency, complement deficiency, 

TNFRSF9, A2M, TCF3 and C3, variant, mutation, exome. 

 

Introducción 

 

Las inmunodeficiencias primarias (IDP) son 

enfermedades raras ocasionadas por 

defectos genéticos y/o hereditarios en 

moléculas involucradas en la respuesta 

inmune. En la actualidad hay 354 desórdenes 

diferentes con 344 genes identificados (Picard 

et al., 2018). Son enfermedades que pueden 

ser monogénicas o poligénicas (que afecten 

uno o varios genes, respectivamente) (Bonilla 

y Geha, 2003). La frecuencia estimada es de 

1:1200 individuos en Estados Unidos (Boyle y 

Buckley, 2007). Estas enfermedades 

confieren una susceptibilidad elevada a 

infecciones en tracto respiratorio que es una 

de las primeras manifestaciones (además de 

tener infecciones a repetición) 

manifestaciones autoinmunes, inflamatorias, 

alérgicas y cáncer; y tienen una evolución 

variable, algunas veces severa o incluso letal 

(Elorz Lambarri et al., 2004). 

 

Según la Unión Internacional de Sociedades 

Inmunológicas (IUIS), las IDP se clasifican de 

la siguiente manera (Picard et al., 2018): 

 

1. Inmunodeficiencias que afectan la 

inmunidad celular y humoral.  

2. Inmunodeficiencias combinadas con 

características sindrómicas asociadas 

3. Deficiencias predominantemente de 

anticuerpos 

4. Enfermedades con disregulación 

immune 

5. Defectos congénitos en el número y/o 

función de los fagocitos 

6. Defectos en la inmunidad innata 

7. Desórdenes auto-inflamatorios 

8. Deficiencias del complemento 

9. Fenocopias de Errores Innatos de la 

Inmunidad. 

 

Entre ellas, las deficiencias 

predominantemente de anticuerpos son las 

más comunes, representando 

aproximadamente el 67% de estas 

enfermedades (Javier et al., 2000). Este 

subgrupo se subclasifica en (Picard et al., 

2018):  

 

1. Reducción severa de isotipos de 

inmunoglobulinas (Ig) en el suero, con 

linfocitos B disminuidos o ausentes.  

2. Reducción severa en al menos dos 

isotipos de Ig en el suero, con número 

normal o bajo de linfocitos B. 

3. Reducción severa de IgG e IgA con 

IgM normal/elevado en el suero y 

número normal de linfocitos B. 

4. Deficiencias en las cadenas livianas 

de los isotipos de Ig, generalmente con 

número normal de linfocitos B. 

 

La Inmunodeficiencia Común Variable (ICV) 

que es la IDP sintomática más frecuente se 

ubica en el grupo de deficiencias 

predominantemente de anticuerpos, subgrupo 

2 (Picard et al., 2018). Tiene una prevalencia 

de 1 por cada 10.000 - 50.000 nacidos vivos, 

afectando por igual a ambos géneros (Vélez 



 
 

et al., 2015). Más del 90% de los casos no 

tienen un diagnóstico molecular definido u otra 

explicación causal (Romero y Juri, 2013). La 

mayoría de los casos son esporádicos y sólo 

el 20 a 25% tiene una historia familiar, con una 

herencia autosómica dominante (Vélez et al., 

2015). La enfermedad se caracteriza por 

hipogammaglobulinemia (niveles séricos de 

IgG e IgA y ocasionalmente IgM disminuidos 

de acuerdo a los parámetros establecidos 

para la edad y sexo) (Vélez et al., 2015) 

(Bonilla et al., 2016). Además, los pacientes 

presentan deficiente producción de 

anticuerpos específicos tras la inmunización, 

defectuosa función de los linfocitos B, lo que 

confiere mayor susceptibilidad a infecciones 

bacterianas (Vélez et al., 2015). 

Aproximadamente el 73% de los pacientes 

desarrollan neumonía y Streptococcus 

pneumoniae, Haemophilus influenzae o 

Mycoplasma sp son los agentes más 

comúnmente aislados. También se 

desarrollan menos frecuentemente 

infecciones severas tales como empiema, 

sepsis, meningitis u osteomielitis (Kainulainen 

et al., 2001), aunque en un estudio realizado 

a 476 pacientes con ICV, el 90% tenía 1 o más 

de las complicaciones mencionadas 

anteriormente (Cunningham-Rundles, 2010). 

Las infecciones recurrentes pueden causar 

cambios estructurales como bronquiectasias 

en el 33% al 80% (Bonilla et al., 2016). Del 

20% al 67% restantes pueden desarrollar 

problemas relacionados con la 

autoinmunidad, enfermedad pulmonar 

intersticial, granulomatosa, hepática, 

inflamatoria gastrointestinal, hiperplasia 

linfoide, cáncer o linfoma (Bonilla et al., 2016).  

 

Aunque idealmente el diagnóstico se debe 

realizar en la infancia temprana para prevenir 

secuelas graves, la enfermedad se manifiesta 

principalmente en la adultez (Bonilla et al., 

2016). 

 

Dentro de las Deficiencias del Complemento 

(Grupo 8 de IDP según la clasificación de la 

IUIS) se encuentran aquellas de componentes 

únicos de estas vías o las de proteínas 

reguladoras del sistema. Estas deficiencias 

ocupan un 2,5% del total de las IDP 

reportadas por la Sociedad Latinoamericana 

para las Inmunodeficiencias (LASID) hasta el 

año 2014 (Condino-Neto et al., 2015). 

Además, dentro de la categoría de las 

deficiencias del complemento, el angioedema 

hereditario es la deficiencia más reportada 

con 167 casos hasta 2016 por LASID, seguido 

por las deficiencias de C3 y C4 con 12 y 13 

casos respectivamente (Registros LASID 

2016: 

https://registrolasid.org/docs/Estatisticas 

_LASID-2016_Set.pdf). La deficiencia de C3 

tiene un patrón de herencia autosómico 

recesivo. Varias de las funciones claves para 

el mantenimiento de la homeostasis del 

sistema inmune como la opsonización, la 

quimiotaxis y la actividad bactericida están 

ausentes o disminuidas en pacientes con esta 

IDP (Fuentes et al., 2016). Los individuos 

afectados tienen <1% de los niveles normales 

de C3, lo cual confiere una susceptibilidad 

incrementada a infecciones como neumonía, 

amigdalitis, sinusitis, otitis, bacteriemia, 

meningitis y osteomielitis. Los 

microorganismos más frecuentes son 

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus 

influenzae, Neisseria meningitidis, 

Enterobacter aerogenes y Escherichia coli. 

Raramente, la deficiencia de C3 ocasiona 

lupus eritematoso sistémico, pero puede 

cursar con glomerulonefritis membrano-

proliferativa y glomerulonefritis 

mesangiocapilar en un 26% de los casos, en 

los cuales los anticuerpos antinucleares son 

normalmente indetectables (Pettigrew et al., 

2009). 

 

La caracterización genética de estas 

enfermedades es muy importante, para 

realizar consejería genética y proponer 

terapias más específicas. Para identificar 

estos defectos genéticos, se cuenta 

actualmente con varias herramientas de 

biología molecular, entre las cuales se 

destaca la secuenciación del exoma, la cual 

es clave para identificar variantes en las 

regiones codificantes de genes relacionados 



 
 

con deficiencias en moléculas específicas que 

confieren un fenotipo clínico. 

 

El exoma es la parte del genoma formado por 

los exones. Cuando se realiza el corte-

empalme del ARN, los intrones se remueven 

para transcribir ARN maduro en todo tipo de 

células. El exoma está constituido por 

∼180,000 exones que codifican ∼20,000 

proteínas y a su vez constituye del 1 - 1,5% 

del genoma total. Se estima que alrededor del 

85% de las mutaciones en el genoma se 

encuentran en el exoma  (Ng et al., 2009). La 

secuenciación del exoma (Del inglés, Whole 

exome sequencing, WES) es una tecnología 

avanzada de secuenciación masiva; es más 

útil si se realiza al paciente y los progenitores 

(quienes constituyen una referencia para 

descartar variantes benignas - en el caso de 

no tener síntomas- o establecer el patrón de 

herencia) (Choi et al., 2009). Del WES se 

generan secuencias cortas (< 250 

nucleótidos) de ADN amplificado llamadas 

reads. Un aspecto importante a mencionar en 

el WES es la cobertura y profundidad. La 

cobertura se refiere al porcentaje del genoma 

de referencia que es secuenciado un 

determinado número de veces (10X). De aquí 

se induce que algunas regiones del genoma 

de referencia no se alcanzan a cubrir con el 

WES. Por su parte, la profundidad es el 

número de veces promedio que una 

determinada base está presente en los reads, 

es decir, el número de veces que se ha leído 

esa misma región del genoma en un 

determinado WES. Este aspecto es muy 

importante debido a que es la exactitud de que 

el nucleótido asignado este verdaderamente 

en esa posición en el genoma, de tal manera 

que, si está presente una mutación, varias de 

las lecturas tendrán la misma mutación. Esto 

permite diferenciar si ha ocurrido un error en 

la secuenciación, ya que, si existe un error, la 

probabilidad de que ese mismo error se lea 

varias veces es muy baja (Sims et al., 2014) 

(Protocolo 2015 

http://contenidos.institutoroche.es/pdf/2015/g

en_data.pdf). Dentro de las ventajas que 

ofrece este método comparado con la 

secuenciación tradicional por Sanger, es que 

permite una secuenciación más rápida y tiene 

costos más bajos por base secuenciada. 

Permite el procesamiento de múltiples 

muestras de pacientes al mismo tiempo 

gracias a la librería que posee. Con esta 

tecnología, se pueden investigar variantes en 

genes que antes se consideraban raramente 

implicadas con enfermedades sin aumentar el 

costo de la prueba (Lay-Son y León, 2015). 

Como limitaciones se encuentra que esta 

tecnología por sí sola no identifica mutaciones 

inestables por expansión de nucleótidos o 

alteraciones epigenéticas, porque deben 

identificarse mediante otras técnicas. 

Dependiendo de la cobertura y profundidad 

del análisis, los niveles de lecturas en algunas 

regiones del genoma pueden ser bajos, lo cual 

representa pérdida de información relevante. 

Debido a la gran cantidad de datos que se 

generan y a la gran cantidad de variantes no 

reportadas previamente, puede haber 

confusión en la información, pero esto se 

facilita si el estudio se le realiza en simultáneo 

a los padres y otros familiares afectados (Lay-

Son y León, 2015).  

 

La secuenciación se compone de cuatro 

pasos sencillos: Preparación de la muestra, 

preparación de la librería, secuenciación y 

análisis de datos. Para la preparación de la 

muestra, se corta el ADN y se añaden 

adaptadores en los finales 3´y 5´, los cuales 

tienen regiones complementarias a 

secuencias en la celda de flujo en la que se 

preparan las librerías. La celda de flujo está 

fabricada a base de capas de vidrio muy 

delgadas, con varios canales y cada uno de 

estos, está asociado a dos tipos de 

oligonucleótidos, que son secuencias 

universales que se unen a los adaptadores 

previamente unidos a las cadenas de ADN. 

Luego, cada fragmento es isotérmicamente 

amplificado con la ayuda de una polimerasa, 

para luego desnaturalizarlos. En este 

proceso, la cadena original de ADN se 

descarta por medio de lavados y en la lámina 

queda la complementaria, la cual luego forma 

un bucle con las secuencias complementarias 



 
 

en la celda de flujo. Eso se repite una y otra 

vez hasta crear millones de copias, que 

resulta en una amplificación clonal del ADN. 

Después, se lavan todas las secuencias 

reverse y quedan las secuencias forward, a 

las cuales se unen nucleótidos marcados con 

fluorescencia que emiten una señal específica 

en el equipo; a este proceso se le llama 

secuenciación por síntesis. Luego se hace 

nuevamente el proceso para la región reverse. 

Finalmente el equipo separa las regiones 

forward y reverse por medio de colores 

específicos y las organiza para luego 

presentar el resultado 

(https://www.illumina.com/). En el proceso de 

análisis, la calidad de los reads se verifica, 

ellos son organizados de acuerdo a cada 

cromosoma, luego los reads son comparados 

con un genoma de referencia para identificar 

las variantes, que posteriormente se clasifican 

en indels que son inserciones o deleciones en 

la secuencia genética; SNPs (del inglés Single 

Nucleotide Polymorphism) que son 

nucléotidos únicos que se insertan en la 

secuencia ya sea en regiones codificantes y 

no codificantes; también existen los CNV (del 

inglés Copy Number Variation) que 

corresponde a regiones largas del genoma 

que sufrieron un proceso de deleción o de 

duplicación en los cromosomas. Luego de 

esta clasificación, se analiza el potencial 

patogénico de las variantes con algunos 

programas de predicción como ANNOVAR, 

SAMtools, Picard, GATK y SeattleSeq 

Variation Annotation 

(https://www.illumina.com/). Estos programas 

tienen en cuenta la frecuencia de las variantes 

en algunas poblaciones según bases de datos 

tales como 1000 genomas o ExAC, entre 

otros. 

 

Es importante aproximarse molecularmente a 

estos defectos genéticos, ya que en varias de 

las enfermedades descritas anteriormente se 

requiere urgentemente el desarrollo de 

terapias más específicas y costo-efectivas 

para su manejo. En el año 2015 por ejemplo, 

se reportaron 34 nuevos defectos genéticos 

involucrados en el desarrollo de IDP (Picard 

et al., 2015). 

 

El objetivo principal de este estudio es 

caracterizar molecularmente genes 

candidatos a IDP obtenidos a partir de WES. 

Los objetivos específicos del estudio fueron, 

analizar el WES de los pacientes incluidos en 

el estudio, seleccionar las variantes en los 

genes que fueran potencialmente deletéreas, 

confirmar mediante secuenciación por Sanger 

las variantes seleccionadas y realizar su 

modelamiento In Silico o pruebas 

cuantitativas y funcionales, cuando fuera 

posible.  

 

Aspectos éticos 

 

Las muestras de sangre periférica se 

obtuvieron de donadores sanos y de los 

pacientes del área asistencial del grupo 

incluidos en este estudio, los cuales fueron 

reclutados voluntariamente. El estudio fue 

revisado y aprobado por el Comité de Ética de 

la Sede de Investigaciones Universitarias 

(SIU), Universidad de Antioquia (UdeA). Se 

obtuvo consentimientos informados para 

todos los participantes, de acuerdo a los 

estándares de la Declaración de Helsinki. 

 

Metodología 

 

Población 

 

Este es un estudio de serie de casos. En un 

estudio previo, se seleccionaron algunos 

pacientes previamente diagnosticados con 

IDP para realizar WES. De estos pacientes, 

cuatro fueron seleccionados para este estudio 

teniendo en cuenta que estuvieran en 

seguimiento por el área asistencial del grupo 

de IDP (GIDP) de la Facultad de Medicina, 

Universidad de Antioquia (UdeA). Se realizó 

una revisión de las historias clínicas de cada 

paciente. Se excluyeron los pacientes con 

diagnóstico genético previo y aquellos con 

síndrome de infección recurrente anormal de 

origen desconocido (Esto significa que su 

fenotipo clínico no cumpliera con los criterios 



 
 

de clasificación de las IDP según lo 

establecido por ESID 

(https://esid.org/Working-

Parties/Registry/Diagnosis-criteria). Tres de 

los pacientes seleccionados padecían ICV (F 

00670-I-H2; F 00461; F00108) y uno 

presentaba deficiencia del C3 (F 00837). 

 

WES 

 

Se aisló ADN genómico (ADNg) proveniente 

de las muestras de sangre periférica de los 4 

pacientes mencionados anteriormente, sus 

padres y hermanos según correspondiera, 

utilizando el kit de extracción Puregene™, 

Gentra Systems, Minneapolis (MN), siguiendo 

las indicaciones del fabricante. Los WES se 

realizaron ya sea en el Human Genome 

Secuencing Center (HGSC), Baylor College of 

Medicine, Houston, Texas, Estados Unidos de 

América, EUA (F 00670-I-H2 y F 00461) o en 

Macrogen, Seúl, Corea (F 00108 y F 00837). 

Se usó 1 mg de ADN en una librería de 

Illumina® que fue construida de acuerdo al 

protocolo de esta marca 

(http://nextgen.mgh.harvard.edu/attachments/

Multiplexing_SamplePrep_Guide_1005361_

C.pdf). La secuenciación fue realizada usando 

la plataforma de Illumina HiSeq 2000®, con un 

rendimiento de 9.1 Gb. En el caso de las 

muestras enviadas a macrogen, se usó la 

plataforma Illumina HiSeq X Ten Sequencing 

System. La muestra logró un 91% del exoma 

cubierto con una profundidad mayor a 20X. El 

análisis de la secuenciación en Illumina fue 

realizado usando las recomendaciones de 

HGSC Mercury 

(https://www.hgsc.bcm.edu/software/mercury

). Como criterios para la selección  de las 

variantes posiblemente patogénicas en este 

estudio, se tuvo en cuenta aquellas con una 

frecuencia <1% en la población, variantes 

potencialmente deletéreas según proyectos 

de Genoma Humano 

(http://www.internationalgenome.org/), ExAC 

(Exome Aggregation Consortium) 

(http://exac.broadinstitute.org/) o ESP (Exome 

Sequencing Project) 

(https://esp.gs.washington.edu/drupal/), que 

tuvieran un patrón de herencia compatible y 

además, que correspondieran a genes 

relacionados con el sistema inmune.  

 

PCR convencional 

 

Luego de analizar el WES y seleccionar las 

variantes en los genes candidatos TNFRSF9, 

A2M, TCF3 y C3, se utilizaron cebadores para 

amplificarlos por medio de reacción en cadena 

de la polimerasa (Del inglés, Polymerase 

chain reaction, PCR) convencional.  

 

Los cebadores para el exón 3 de TNFRSF9 

fueron Fw_5’ 

GGAGAAACCACCTTTCCTTGG 3’ y Rv_3’ 

GGAGCTCGTTAGCCCTGACTAC 5’. Los 

cebadores para el exón 17 de A2M fueron 

Fw_5’ TGGATTGCTTGTCAAATTCAA 3’ y 

Rv_3’ CAGCCTAACACATGTACCTCCA 5’.  

Los cebadores para el exón 11 de TCF3 

(Fw_5’ AGCACGAGCGTATGGTAGGAC 3’ y 

Rv_3’ AACTGACAACAACCCGCTCTC 5’) y 

finalmente los cebadores para el exón 18 del 

gen C3 fueron (Fw_5’ 

GAGATGGGTTTCACCATGTTAG 3’ y Rv_3’ 

TGATTCCAGAGAAGACCAGAGATA 5’). 

Todos los anteriores cebadores fueron 

diseñados en el presente trabajo por medio de 

análisis de las regiones codificantes donde se 

encontraba la mutación. Se flanquearon 

regiones específicas antes y después de la 

mutación y se diseñaron teniendo en cuenta 

que su tamaño fuera entre 18 y 22 pares de 

bases, que la temperatura de melting 

estuviera entre 52 y 65 ºC, que tuviera entre 

40 a 60% contenido de Guanina-Citosina y 

que no causara estructuras secundarias 

(hairpins y dimerizaciones). Todos los 

productos de PCR fueron secuenciados por 

Sanger en Macrogen, Seúl, Corea y los 

resultados fueron analizados utilizando el 

genoma de referencia hg37, usando BioEdit 

sequence alignment editor v7.2.5 

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.ht

ml). Además, se utilizaron programas 

bioinformáticos tales como Chromas (versión 

2.6) 



 
 

(https://technelysium.com.au/wp/chromas/) 

para analizar los datos obtenidos. 

 

Para todas las PCR, los cebadores forward y 

reverse tenían una concentración de trabajo 

de 0,2 µM; el MgCl2 se utilizó a 1,5 µM, los 

dNTPs a 0,2 µM y se usó 2,5 UI Taq 

polimerasa por reacción. Con el ADN extraído 

previamente se realizó la amplificación con 

una concentración de trabajo de 50 ng/µL, 

utilizando 2 µL de volumen y finalmente el 

volumen final de cada reacción fue de 50 µL. 

Las condiciones para cada PCR en los cuatro 

genes analizados fueron: El paso inicial fue 

activar la enzima por medio del calor el cual 

se realizó a 94 ºC por 3 minutos, luego se 

realizó la desnaturalización de las hebras de 

ADN a 94 ºC por 20 segundos, posteriormente 

el alineamiento para cada uno de los genes, 

para el cual se ajustó la temperatura y tiempo 

de acuerdo al tamaño del amplicón, así: Para 

el gen TNFRSF9 fue de 59 ºC por 18 

segundos, para el gen A2M fue de 53 ºC por 

30 segundos, para el gen TCF3 fue de 63 ºC 

por 30 segundos y para el gen C3 fue de 58 

ºC por 25 segundos. Luego se realizó el paso 

de extensión a 72 ºC por 25 segundos. Los 

anteriores pasos se repitieron 34 veces y 

finalmente se realizó la elongación final la cual 

fue a 72 ºC por 5 minutos.  

 

Luego de cada amplificación de las regiones 

de interés en cada gen, se realizaron 

electroforesis para evidenciar la amplificación, 

las cuales fueron realizadas en un gel de 

agarosa al 1% con una duración de 45 

minutos a 90 voltios. 

 

Modelamiento de proteínas 

 

Se recolectó información de los dominios y 

atributos de la proteína TCF3 reportados en 

Uniprot (http://www.uniprot.org/) y Protein 

Data Bank PDB (https://www.rcsb.org/). Para 

predecir los efectos funcionales en la variante 

estructural p.294_295del de la proteína del 

gen TCF3, se analizó la secuencia mutada 

con ayuda de programas bioinformáticos 

iTASSER Protein Structure & Function 

Predictions 

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-

TASSER/), el cual es un programa online, en 

el que se ingresan las secuencias de la 

proteína wild type y la secuencia mutada, para 

luego obtener los resultados de la proteína en 

3D que son analizados con el software UCSF 

Chimera v1.11.2 

(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/). Las 

secuencias fueron analizadas usando el 

gráfico de Ramachandran por medio del 

visualizador SWISS Model PDB.  

 

Prueba del complemento 

 

Evaluación de la vía clásica.  

Eritrocitos de carnero al 1% sensibilizados con 

hemolisina a una concentración 1/3000 se 

expusieron a diferentes diluciones del suero a 

evaluar durante 30 minutos a 37°C. La 

liberación de hemoglobina como producto de 

la lisis de los eritrocitos mediada por el 

complemento se evaluó 

espectrofotométricamente a 415 nm.  

Con la Densidad Óptica (DO) del control 

positivo (son eritrocitos enfrentados al agua, 

100% de lisis), se determinó la absorbancia en 

la cual se lisan el 50% de los eritrocitos del 

carnero, dividiendo el valor de DO del control 

positivo entre dos. Utilizando el análisis point 

to point en el programa GraphPad Prism 

versión 5.0, se enfrentaron los valores de 

volúmenes de suero del paciente (µL) contra 

las DO de liberación de hemoglobina, 

obteniendo así µL de suero necesarios para 

lisar 50% de los eritrocitos de carnero al 1%. 

Finalmente, las unidades hemolíticas por 

mililitro de suero se obtuvieron al dividir 1000 

entre los µL de suero necesarios para lisar el 

50% de los eritrocitos. 

 

Evaluación de la vía alterna 

Se utilizan eritrocitos al igual que en la técnica 

anterior. A lo largo del tiempo las células 

utilizadas para esta técnica han sido los 

eritrocitos de conejo dado a la capacidad que 

éstas células tienen para unir C3b, factor B y 

factor H a su membrana, pero no la de unir el 



 
 

factor I (inactivador de C3b); lo que permite la 

formación y estabilidad de la C3 convertasa 

de la vía alterna (C3bBb) llevando a la 

activación en cascada de las demás proteínas 

de la vía alterna del complemento. Las 

unidades hemolíticas por mililitro de suero se 

obtuvieron como ya se describió para la 

evaluación de la vía clásica del complemento. 

 

Western Blot 

Estos análisis se realizaron en el laboratorio 

del Dr. Paolo Macor, Department of Life 

Sciences, Molecular Immunology and 

Pathology, University of Trieste, Trieste, Italia 

siguiendo las recomendaciones establecidas 

por este laboratorio. Brevemente, los sueros 

fueron analizados en un gradiente PAGE, 

para luego transferirse a membranas de 

PVDF (Bio-Rad, Hercules, CA) e incubarse 

con las diluciones de los anticuerpos anti-

complemento respectivos. La detección de las 

bandas se realizó por quimioluminiscencia. 

 

Otros análisis 

 

Los datos de citometría fueron obtenidos del 

área asistencial del GIDP (Tabla 5 y 6).  

 

Toda la información de las funciones en los 

genes de las tablas del exoma para cada 

paciente, se obtuvo de la base de datos 

médica NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

y de la base de datos GeneCards® 

(https://www.genecards.org/). 

 

Se realizó la medición de la proteína sérica 

alfa 2 macroglobulina (A2M) al paciente F 

00461, por la técnica de nefelometría en el 

laboratorio DINAMICA IPS. 

 

La cuantificación del Factor I del complemento 

fue realizada gentilmente con la ayuda de 

Anete Sevciovic Grumach, en el laboratorio de 

inmunología de la Facultade de Medicina do 

ABC, Brasil. 

 

Resultados 

 

Características clínicas de los pacientes  

F 00670-I-H2 

Paciente de sexo masculino nacido en 1986 y 

remitido al servicio de inmunología clínica a 

los 22 años por presentar desde hacía dos 

años, varios episodios de neumonía y sinusitis 

recurrente. No presentaba antecedentes 

familiares de infecciones recurrentes, 

autoinmunidad o malignidades 

hematológicas; tenía una hermana mayor de 

25 años que documentaba haber presentado 

infecciones recurrentes. Entre los 

antecedentes personales de infecciones 

recurrentes el paciente relató que tuvo 

episodios de otitis recurrente de los 8 a los 10 

años de vida; además fue sometido a 

adenoidectomía y drenaje de senos 

paranasales con tubos de ventilación a la 

misma edad. Los cuatro episodios de 

neumonía que tuvo entre los 20 y 22 años 

fueron manejados con antibióticos 

intravenosos. Al examen físico se 

documentaron cicatrices en oído izquierdo, 

amígdalas hipotróficas, sin lesión en las 

mucosas. Se le realiza un examen de Ig 

séricas encontrando valores disminuidos de 

IgG, IgM e IgA de acuerdo a los parámetros 

establecidos para la edad y sexo. Se encontró 

IgG de 550 mg/dL (valores normales según 

García de Olarte Diana: 968 – 2514 mg/dL), 

IgA de 31 mg/dL (valores normales son de 116 

– 551 mg/dL), IgM se encontró de 33,6 mg/dL 

(valores normales son de 103 – 397 mg/dL). 

No se observaron anticuerpos séricos IgG 

detectables contra rubeola. A los 23 años se 

le diagnosticó esofagitis péptica distal con 

erosiones grado A y gastritis eritematosa con 

infección por Helicobacter pylori. Desde los 23 

a los 24 presentó sinusitis crónica. A los 25 

años se hospitalizó debido a una neumonía 

con derrame pleural detectando también un 

granuloma manejado con prednisolona. El 

paciente sigue en seguimiento por el GIDP en 

la actualidad. 

 

F 00461 

Paciente masculino nacido en 1997 a las 36 

semanas de gestación por cesárea. Tercer 

hijo de padres no consanguíneos. Dentro de 

los antecedentes familiares refiere una 



 
 

hermana mayor con amigdalitis a repetición y 

padres con hipotiroidismo. Consulta por 

primera vez al servicio de inmunología a los 

15 años con cuadro de aproximadamente un 

año de evolución que inició con tos productiva, 

adenopatías izquierdas e infiltrados 

pulmonares, esplenomegalia y 

hepatomegalia.  

 

 

 



 
 

 

 
 



 
 

Estuvo hospitalizado 41 días con cuadro febril. 

Le diagnosticaron bronconeumonía por 

Haemophylus influenzae. Al realizar las 

mediciones de IgG sérica se obtuvo un valor 

de 615.6 mg/dl (valores normales: 968 – 2514 

mg/dL; García de OG, Acta Médica 

Colombiana 1984). Se evidenció, por 

citometría de flujo, disminución en los 

linfocitos B de memoria y expansión de 

células CD21+low en sangre periférica. El 

paciente se diagnostica con ICV y neumopatía 

crónica. Se inicia terapia de reemplazo con 

gamaglobulina humana intravenosa. A los 17 

años tuvo un cuadro febril de tres días de 

evolución atribuido a la reactivación de una 

sinusitis crónica, recibiendo amoxicilina 500 

mg cada 8 horas por una semana con buena 

respuesta. A los 18 años, se documenta una 

conjuntivitis alérgica. A esta edad, el paciente 

refirió que presentaba epistaxis fácilmente, 

con mejoría luego de tratamiento con 

esteroide nasal. También presentó amigdalitis 

que se trató con azitromicina, con buena 

respuesta. A los 20 años el paciente presentó 

otitis y laringitis por 15 días que fueron 

tratadas con amoxicilina por 7 días. También 

documentó gastritis crónica folicular e 

infección por H. pylori, diagnosticado por 

endoscopia.  

 

 

 
 



 
 

F 00108  

Paciente hombre nacido en 1992, parto 

gemelar por cesárea. No se refieren 

antecedentes familiares infecciosos de 

importancia ni inmunodeficiencia, 

autoinmunidad y neoplasias. Sin embargo, su 

abuela materna presenta diabetes mellitus 

tipo 2. El paciente inicia desde los 11 años con 

cuadro clínico de trombocitopenia. Un año y 

medio después (12 años) se le diagnostica 

hepatitis y anemia hemolítica autoinmune, 

manejado con prednisolona durante un año, 

seguido de azatioprina y ciclosporina también 

por un año, que hay que suspender luego de 

6 meses porque el paciente comienza con 

episodios de diarrea la cual requiere 

hospitalización. En esta época estuvo 

hospitalizado por enfermedad diarreica 

crónica, con más de cuatro meses de 

evolución. Al momento de la hospitalización, 

padece rinitis alérgica la cual se la maneja con 

loratadina. El paciente tiene retraso 

pondoestatural. El paciente refiere haber 

sufrido varicela durante se mismo año.  

Es remitido al servicio de inmunología por 

reumatología a los 14 años. Se le realiza un 

examen de IgG sérica encontrándose 

disminuida (647 mg/dL; valores normales: 968 

– 2514 mg/dL; García de OG, Acta Médica 

Colombiana 1984). Se evidenció, por 

citometría de flujo, disminución en los 

linfocitos B de memoria y expansión de 

células CD21+low en sangre periférica. Tiene 

esquema de vacunación completa, pero sin 

registro de vacuna para la Hepatitis B y 

anticuerpos de tipo IgG protectores para 

varicela zóster. El paciente se diagnostica con 

ICV, intolerancia al gluten, diarrea crónica, 

tiroiditis, desequilibrio hidroeléctrico 

secundario a desarrollo pondoestatural. A 

esta misma edad cursa con desnutrición 

crónica secundaria a problema 

gastrointestinal y endocrino. Se inicia terapia 

de reemplazo con gamaglobulina humana 

intravenosa. Se le ordena complemento 

nutricional (Nutren®), suministro de 

somatropina y gluconato de potasio. Se 

requiere reemplazo de gamaglobulina 

humana mensualmente. Consulta 

nuevamente al servicio de salud a la edad de 

los 15 años (3 meses después de la anterior 

hospitalización) por presentar tos productiva 

de dos semanas de evolución, fiebre, vómito, 

dolor torácico; se le diagnostica neumonía y 

se inicia tratamiento con ceftriaxona. Dos 

meses después, nuevamente consulta por 

episodios de diarrea con adenopatías 

cervicales y adicionalmente hipotiroidismo. A 

los 16 años es hospitalizado nuevamente por 

15 días por malestar general, diarrea, 

hipokalemia y adenopatía cervical. A los 17 



 
 

años, presenta diarrea crónica de difícil 

manejo, enfermedad hepática autoinmune.  

 

 

 



 
 

 

 

 



 
 

 

 



 
 

 
 

Se le ordena prednisolona, bicarbonato de 

calcio, testosterona, omeprazol, ácido fólico, 

levotiroxina, carbonato de calcio, ensure, 

mineralin, espironolactona y calcitriol. 

Nuevamente a esta edad, ingreso a la UCI por 

transtorno hidroelectrolítico, presentando 

enfermedad diarreica aguda, hipokalemia, 

descompensación por 

hipogammaglobulinemia por interrupción de la 

gamaglobulina intravenosa, además de 

resequedad en la piel. Nuevamente ingresa 

siete meses después por enfermedad celiaca, 

diarrea crónica, acompañado de poliuria, 

polidipsia y dolor abdominal. Continúa con 

acidosis metabólica. A los 18 años, además 

de los diagnósticos anteriores se diagnostica 

con transtorno hidroelectrolítico crónico, 

hiperparatiroidismo y acidosis tubular renal. 

Ingresa nuevamente por diarrea crónica y 

rinofaringitis. A los 19 años tiene infecciones 

en la piel y a los 20 años ingresa por 

infecciones gripales a repetición, con fiebre, 

no requiere hospitalización. A los 23 años se 

requiere hospitalización por neumonía y 

descompensación de electrolitos. Tenía 

verrugas vulgares en manos desde hace más 

de 3 meses. De los 24 años hasta la 

actualidad no refiere hospitalizaciones.  

 

F 00837 

Paciente de sexo masculino nacido en 2013. 

Dentro de sus antecedentes familiares se 

encuentra que los padres son primos 

hermanos, por línea paterna. El bisabuelo 

materno fue asmático, y falleció por 

cardiopatía y la abuela materna sufre de 

hipotiroidismo. Dentro de sus antecedentes 

personales se encuentra que es producto de 

un primer embarazo sin ninguna 

complicación, parto a las 40 semanas + 5 

días, vaginal y eutósico, nació con meconio 

grado 2, anoxia perineal. Debido a esto, tuvo 

su primera hospitalización por 7 días, 

presentando además ictericia e hipoglicemia. 

Sin lactancia materna sustituido por NAN3. 

Cuando tenía 3 meses de vida tuvo 

bronquiolitis sin hospitalización. A los 4 meses 

se hospitalizó por segunda vez, por 4 días 

debido a fiebre alta, encontrándose 

Staphylococcus hominis en los hemocultivos. 

Se manejó con antibióticos. A los 9 meses 

presentó el segundo episodio de bronquiolitis, 

con tratamiento con Montelukast por 30 días, 

reemplazado por Becort 50, cada 12 horas por 

alteración del sueño. También tuvo 

tratamiento con salbutamol debido a una crisis 

de tos. A los 11 meses fue hospitalizado por 

tercera vez por 4 días, debido a gripa, 

disminución del apetito y fiebre. Se encontró 

Streptococcus pneumoniae en sangre que se 

manejó con cefotaxime y ceftriaxona. A los 13 

meses el paciente tuvo vómito, fiebre y a la 

semana presentó exantema por lo cual 

hospitalizan 3 días (cuarta hospitalización). 

Durante esa hospitalización se remite al 

servicio de inmunología que encuentra C3 

disminuido (11 mg/dl; valores normales 

reportados por el laboratorio: 90-180 mg/dl) 

con niveles de C4 normales en suero. Debido 

a esto, se le realizó de CH50 y AH50 

observándose una capacidad hemolítica 

ausente del complemento sérico. Ambos 

padres presentan valores de C3 sérico 

disminuido con C4 normal. A los dos años, el 

paciente refiere episodios gripales, 

enfermedad diarréica aguda, vómito con 

broncoconstricción. Posteriormente presentó 

alergia cutánea al parecer al contacto con 

plantas, manejado con cetirizina e 

hidrocortisona. Tres meses después 

nuevamente consulta por episodio gripal, con 

rinorrea, fiebre. A los 3 años reportan que 

durante ese año presentó 4 infecciones virales 

y estuvo hospitalizado. También a los 3 años 

se le realiza hemocultivo y resulta positivo 

para Streptococcus viridans multisensible. Se 

le realiza una biopsia renal a los 4 años, 

diagnosticando una glomerulonefritis 



 
 

membranoproliferativa mediada por 

complejos inmunes. Se le realizan ANAs y 

resultan negativos. Finalmente, el paciente se 

le diagnostica Deficiencia de la fracción C3 del 

complemento.  

 

Subpoblaciones de linfocitos T (LT) y 

linfocitos B (LB) 

Cada paciente que fue analizado, presentaba 

diferentes fenotipos clínicos, sin embargo, 

tres de los cuatro pacientes analizados (F 

00670-I-H2, F 00461 y F 00108) presentaron 

en común que tienen ICV, al evidenciar que 

todos tienen disminución en las 

inmunoglobulinas. 

 

 

 



 
 

 
 

Los episodios recurrentes de infecciones en el 

paciente F 00670-I-H2, generaban sospechas 

acerca de que algún componente 

inmunológico estaba afectado. Efectivamente 

cuando se analizaron sus resultados de las 

subpoblaciones de linfocitos T y B, se puede 

evidenciar que tiene una leucopenia a 

expensas de los linfocitos T ayudadores de 

memoria central (CD4+CCR7+CD45RA-), de 

los linfocitos T citotóxicos vírgenes 

(CD8+CCR7+CD45RA+) y de los linfocitos T 

citotóxicos de memoria central 

(CD8+CCR7+CD45RA-),  todos disminuidos 

en valores absolutos y relativos, mientras que 

los linfocitos T de memoria efectora 

(CD4+CCR7-CD45RA-) se encuentran 

aumentados en valores absolutos y relativos. 

Esto indica que el paciente tiene una 

respuesta aumentada en los linfocitos T CD4+ 

(ayudadores) de memoria efectora, pero no en 

los T CD4+ (ayudadores) de memoria central, 

en los linfocitos T CD8+ (citotóxicos) vírgenes 

al igual que en los LT CD8+ de memoria 

central, por lo que no tiene una buena 

respuesta contra las infecciones persistentes 

y una aumentada respuesta efectora contra 

las infecciones.  Las subpoblaciones de los 

linfocitos B también se encuentran alterados, 

los linfocitos B de memoria (CD27+), los 

linfocitos B de memoria con cambio de isotipo 

(IgD-/CD27+) y los plasmoblastos circulantes 

(IgD-/CD38++) se encuentran muy 

disminuidos, los linfocitos B vírgenes 

(IgD+/CD27-) y los linfocitos B transicionales 

(CD24++/CD38++) están aumentados en 

valores absolutos y relativos. Estas 

alteraciones en las subpoblaciones explican el 

daño en el sistema inmune que tiene el 

paciente.  

 

El paciente F 00461 también presentaba 

infecciones a repetición, por lo que se le 

realizó un estudio de las subpoblaciones de 

linfocitos T y B, encontrando que en los 

linfocitos T ayudadores vírgenes 

(CD4+CCR7+CD45RA+), los linfocitos T 

ayudadores de memoria central 

(CD4+CCR7+CD45RA-), los linfocitos T 

citotóxicos vírgenes (CD8+CCR7+CD45RA+) 

y los linfocitos T citotóxicos de memoria 

central (CD8+CCR7+CD45RA-) estaban 

disminuidos, mientras que los linfocitos T de 

memoria efectora (CD4+CCR7-CD45RA-) se 

encuentran muy aumentados. Esto indica que 

el paciente tiene una deficiente respuesta en 

los linfocitos TCD4 (ayudadores) y los TCD8 

(citotóxicos), tanto los vírgenes como los de 

memoria, por lo que no tiene una buena 

respuesta contra las infecciones persistentes 

y una aumentada respuesta efectora contra 



 
 

las infecciones. Las subpoblaciones de los 

linfocitos B presentan diversas alteraciones. 

Los linfocitos B se encuentran muy 

disminuidos, tanto en valores absolutos como 

relativos, al igual que los linfocitos B de 

memoria (CD27+), los linfocitos B vírgenes 

(IgD+/CD27-), los linfocitos B IgM de memoria 

(IgD+/CD27+) y los linfocitos B de memoria 

con cambio de isotipo (IgD-/CD27+). Debido a 

esta disminución, los valores en la 

concentración de las inmunoglobulinas 

producidas por los linfocitos B, también 

disminuyen y esto apoya los resultados 

obtenidos en la medición de estas. 

 

Solamente fue posible hacer las mediciones 

de las subpoblaciones de los linfocitos T y B 

para los anteriores dos pacientes, por lo cual, 

los pacientes F 00108 y F 00837 no tienen 

estos resultados.  

 

 

 



 
 

 
 

Análisis del exoma (WES) 

 

F 00670-I-H2 

Al paciente se le realizó un WES en el cual se 

priorizaron para el análisis, variantes en genes 

relacionados con el sistema inmune. Algunos 

de estos genes, además de estar 

relacionados con inmunodeficiencias, también 

tienen relación con otras enfermedades como 

atresia biliar, defectos en la maduración 

ovárica, defectos congénitos del corazón, 

síndrome de CHARGE, entre otros (Tabla 1). 

El principal gen candidato a IDP fue el gen 

TNFRSF9, en el cual el paciente tiene una 

variante en el splicing siendo esta una 

mutación homocigota deletérea; su frecuencia 

en la población según 1000 genomas es de 

tan sólo 0,00029, lo cual indica su disminuida 

prevalencia en la población. El análisis de los 

reads, indica que en 32 de los reads 

reportados por el equipo, los 32 tenían esta 

variante. Para observar su patrón de herencia, 

se hizo necesario también analizar sus padres 

y hermana donde se encuentra la mutación, 

pero de forma heterocigota (Fig.1 A). La 

mutación se buscó en diferentes bases de 

datos (Ensembl y ExAC) encontrando que ya 

estaba previamente reportada.  

 

Luego de analizar el WES, se hizo la 

verificación de la mutación encontrada en el 

exoma, por medio de secuenciación por 

Sanger, el cual dio como resultado que el 

paciente tiene una mutación homocigota 

(c.100 +1G>A), esto quiere decir que sus dos 

alelos heredados, se encuentran afectados y 

sus padres poseen la mutación, pero esta de 

manera heterocigota recesiva, por lo cual sólo 

le heredaron cada uno, el alelo afectado a 

este paciente. La hermana heredó el alelo, 

pero también de manera heterocigota (Fig. 1 

A y B).  

 

El gráfico C de la figura 1, muestra la 

ubicación de la mutación en el gen TNFRSF9, 

el cual se encuentra ubicado en el cromosoma 

1 (1p36.23). La mutación se ubica al finalizar 

el exón 3, en un sitio donador de splicing. Se 

realizó una representación gráfica en la cual 

se muestra el posible sitio de afectación inicial 

de la proteína, en el dominio TNFR-Cys 3 

entre la posición 87 - 118 de los aminoácidos 

(a.a), más exactamente en la posición del 

aminoácido 100.   

 

F 00461 

Al paciente se le realizó un WES en el cual se 

le identificó variantes en distintos genes con 

enfermedades relacionadas con 

inmunodeficiencias, defectos neuronales, 

enfermedad de Parkinson, osteoporosis, 

síndrome de heterotaxia, entre otros (Tabla 2). 

El principal gen candidato a IDP fue el gen 

A2M, en el cual el paciente tiene una variante 

heterocigota, siendo esta una mutación 

Frameshift tipo deleción; indicando que la 

mutación genera un cambio en el marco de 

lectura del ADN. Su frecuencia en la población 

según 1000 genomas es de 9.68E-05, aún 

menor que la encontrada en el anterior 

paciente. El análisis de los reads, indica que 

de los 88 reads secuenciados, 50 tenían esta 



 
 

variante sugiriendo un patrón heterocigoto. 

Para precisar su patrón de herencia, se hizo 

necesario también analizar sus padres en los 

cuales no se observó la mutación (Fig.2 A). La 

mutación se buscó en diferentes bases de 

datos (Ensembl y ExAC) encontrando que aún 

no ha sido reportada.  

 

Luego de analizar su WES, se hizo la 

confirmación de la mutación encontrada en el 

exoma, por medio de secuenciación por 

Sanger, el cual dio como resultado que el 

paciente tiene una mutación heterocigota 

(c.2027delA), esto indica que uno de sus dos 

alelos heredados, se encuentra afectado por 

una deleción; sin embargo, sus padres no 

tienen la mutación (Fig. 2 A y B).  

 



 
 

El gráfico C de la figura 2, muestra la 

ubicación de la mutación en el gen A2M, el 

cual se encuentra en el cromosoma 12 

(12p13.31), en el exón 17. Se realizó una 

representación gráfica de dónde se presenta 

el posible sitio inicial de afectación en la 

proteína, la cual podría estar antes de la 

región cebadora (Posición 690 - 728 a.a.), 

más exactamente en la posición del 

aminoácido 676. 

 

Pruebas funcionales   

 

En el paciente además se realizaron 

mediciones de la proteína A2M en suero, 

obteniendo un resultado de 101 mg/dl, el cual 

se encuentra disminuido con base a los 

valores de referencia para la edad que están 

dentro de un rango de 130 y 300 mg/dl. 

 

F 00108  

Al paciente se le realizó un WES en el cual se 

le identificó variantes en distintos genes con 

enfermedades relacionadas con 

inmunodeficiencias, miopatías heredadas, 

alergias, rinosinusitis, dermatitis atópica, entre 

otros, todas relacionadas con el sistema 

inmune (Tabla 3). El principal gen candidato a 

IDP fue el gen TCF3, en el cual el paciente 

tiene una variante heterocigota, siendo esta 

una mutación Frameshift tipo deleción; 

indicando que la mutación genera un cambio 

en el marco de lectura del ADN. Su frecuencia 

en la población según 1000 genomas es de 

0.0052. El análisis de los reads, indica que de 

los 12 reads secuenciados, 5 tenían esta 

variante. Para precisar su patrón de herencia, 

se analizaron genéticamente sus padres, pero 

sólo logramos obtener el consentimiento de la 

madre para realizar los análisis, en la cual, no 

se presenta la mutación (Fig.3 A). La mutación 

se buscó en diferentes bases de datos 

(Ensembl y ExAC) encontrando que aún no ha 

sido reportada.  

 

Luego de analizar su WES, se hizo la 

confirmación de la mutación encontrada en el 

exoma, por medio de secuenciación por 

Sanger, el cual dio como resultado que el 

paciente tiene una mutación heterocigota 

(c.882_884del), esto indica que uno de sus 

dos alelos heredados, se encuentra afectado 

por una deleción, pero la madre no presenta 

la mutación. (Fig. 3 A y B).  

 

El gráfico C de la figura 3, muestra la 

ubicación de la mutación en el gen TCF3, el 

cual se encuentra ubicado en el cromosoma 

19 (19p13.3). La mutación se encuentra en el 

exón 11. Se realizó una representación gráfica 

de la posible localización de la mutación en la 

proteína, después del motivo de localización 

nuclear (posición 170 - 176 a.a.), más 

exactamente en la posición del aminoácido 

243. 

 

Modelamiento de proteína TCF3 

 

Para el modelamiento de la proteína TCF3, se 

utilizó el software online disponible por Swiss 

Model Protein PDB 

(https://swissmodel.expasy.org/), en el cual, 

se obtuvo el gráfico de Ramachandran que se 

utiliza para observar los residuos de 

aminoácidos de la proteína que se desea 

modelar, se evalúa la calidad de la estructura 

o el modelo, se observa la distribución de la 

estructura secundaria y se visualiza los 

ángulos producidos por cada aminoácido y su 

efecto directo en la conformación de la 

proteína.  

Nosotros modelamos la proteína wild type 

(WT) y la proteína con la mutación encontrada 

previamente, esto con el fin de observar el 

cambio estructural en ella. En el gráfico A de 

la Figura 4, los residuos de aminoácidos están 

en un 55,5% en la zona favorable que es la 

roja, es decir, es el porcentaje en el cual la 

estructura secundaria (hélices α y láminas β) 

de la proteína es favorable y los residuos 

restantes están formando ángulos forzados, lo 

que indica que el modelo de la proteína no es 

el adecuado, porque puede que estas 

localizaciones de estos residuos no sean las 

reales, estos residuos deben de estar en su 

mayoría en la zona favorable y por el 

contrario, se observa en el gráfico que se 

presenta gran dispersión en la zona amarilla y 



 
 

la zona de color pastel. A su vez, el gráfico B 

realizado para la proteína TCF3 en su modelo 

mutada, los residuos de aminoácidos están en 

un 43,1% en la zona favorable, lo cual indica 

que apenas este porcentaje de los residuos 

están formando hélices α y láminas β, 

entonces los demás residuos están formando 

ángulos forzados, lo que indica que el modelo 

de la proteína no es el adecuado.  

 

 

 
 

F 00837 

Este paciente tiene un protocolo diferente de 

para abordar su estudio genético. 

Inicialmente, en estudios previos realizados 

por el GIDP de la UdeA, se había identificado 

que el paciente cumplía con los requisitos 

para tener una deficiencia del complemento 

(Tabla 4, medición de CH50 y AH50 sin 

sueros para complementar). Estos dieron 

como resultado que el paciente tenía una 

deficiencia en el componente del 

complemento C3. Para identificar cuál de los 

factores estaban disminuidos, se realizaron 

pruebas de CH50 con complementación, en la 

que se tenían sueros deficientes de cada 

factor y se mezclaban con el suero del 

paciente; si había lisis, era porque el suero del 

paciente complementaba el suero con la 

deficiencia de complemento específica y 

viceversa. Como resultado de esto, se obtuvo 

que, en la vía clásica del complemento, el 

único suero en el que no se obtuvo lisis luego 

de la complementación fue en el suero 

deficiente en C3, concluyendo, que el 

paciente al no tener este factor, no podía 

complementar el suero deficiente (Tabla 4). 

 

Luego de tener estos resultados, se realizaron 

otros estudios por medio de Western Blot, 

para confirmar la deficiencia de esta proteína 

C3 en el suero del paciente, teniendo como 

resultado que no había proteína o se 

encontraba totalmente disminuida en el suero 

del paciente comparado con otro suero de otro 

paciente que se conocía que no era deficiente 

de C3 y con el suero humano normal en los 



 
 

cual se observan bandas a diferentes 

tamaños moleculares, que corresponden a las 

diferentes fracciones de la proteína C3 clivada 

(Fig. 5 A). Para validar la prueba, se realizó la 

medición de este mismo suero, pero con otro 

anticuerpo que reconociera el factor del 

complemento C9, el cual tuvo como resultado 

efectivamente que el paciente tenía C9 y por 

lo tanto se observó la banda de 63 kDA en el 

Western Blot (Fig. 5 B). Para comprobar que 

hubiera proteína en las diferentes líneas del 

Western blot, se realizó la prueba de Rojo de 

Ponceau el cual arrojó resultados positivos 

tanto para el suero del paciente como para los 

sueros de otro paciente (O) o el suero humano 

normal (Fig. 5 C).  

 

Como previamente habíamos identificado que 

el paciente tenía la deficiencia en C3, 

entonces se le realizó el WES y se priorizó el 

análisis de las variantes en este gen. Se hizo 

la confirmación de la mutación encontrada en 

el exoma, por medio de secuenciación por 

Sanger, el cual dio como resultado que el 

paciente tiene una mutación homocigota 

(cT2333C), esto indica que sus dos alelos 

heredados, se encuentra afectados por una 

mutación tipo missense. Los padres también 

tienen la mutación, pero esta se expresa de 

forma heterocigota. De esta manera se infiere 

que se heredó la mutación, debido a su gran 

componente familiar, porque los padres del 

paciente, son primos hermanos por pariente 

paterno (Fig. 6 A y B).  

 

 
 

El gráfico C de la figura 6, muestra la 

ubicación de la mutación en el gen C3, el cual 

se encuentra ubicado en el cromosoma 19 

(19p13.3). La mutación se encuentra en el 

exón 18. Se realizó una representación gráfica 

de la posible ubicación de la mutación en la 

proteína, después del dominio de 

anafilotoxinas (posición 693 - 728 a.a.), más 

exactamente en la posición del aminoácido 

778. 

Discusión 

 

El objetivo del presente estudio era 

caracterizar molecularmente genes 

candidatos a IDP obtenidos a partir de WES. 

Después de analizar el WES de los pacientes 

incluidos en el estudio, se seleccionaron las 

variantes en los genes que fueran 

potencialmente deletéreas, se confirmaron 

mediante secuenciación por Sanger las 



 
 

variantes seleccionadas y se realizó el 

modelamiento In Silico en la proteína TCF3, 

pero lamentablemente no fue un buen 

modelamiento con base en los resultados 

obtenidos de los gráficos de Ramachandran, 

además de realizar pruebas cuantitativas y 

funcionales en el paciente F 00108, realizando 

una medición de A2M, la cual estuvo 

disminuida. 

 

El principal gen candidato para IDP que se 

seleccionó en el paciente F 00670-I-H2 fue 

TNFRSF9, cuya proteína (CD137) participa 

en la expansión clonal, la supervivencia y el 

desarrollo de los linfocitos T, células NK y 

células dendríticas (Eun et al., 2015) y 

también en la activación de monocitos 

(Kienzle y Von Kempis, 2000). Esta proteína 

hace parte de la familia de receptores del 

factor de necrosis tumoral (TNFR por sus 

siglas en inglés), además su región 

transmembranal contiene sitios de 

fosforilación y su dominio extracelular 

contiene repeticiones ricas en cisteína, lo cual 

es muy característico de los miembros de la 

familia TNFR (Schwarz et al., 1993). Se 

expresa en células dendríticas foliculares 

(Lindstedt et al., 2003), en la superficie de las 

células NK aumentando los niveles de CD54 

y CD69 (Lin et al., 2008); además CD137 

ligando (CD137L) se expresa en la superficie 

de los monocitos, los cuales son potentes 

activadores de los linfocitos (Michel y 

Schwarz, 2000). En algunos estudios 

realizados en ratones knockout para este gen 

se observa que induciendo shock séptico con 

LPS derivado de Escherichia coli a los 

ratones, reducen los niveles de citoquinas 

como la IL-4, IFN-γ y TNF-α, generando una 

respuesta retardada en la activación de los 

linfocitos T, además de reducir la actividad 

citolítica de las células NK; sugiriendo que 

CD137 tiene un rol importante en la respuesta 

proinflamatoria de citoquinas, tanto como las 

respuestas de tipo Th2 dependientes de IL-4 

(Vinay et al., 2004). Estos hallazgos se 

pueden relacionar con el fenotipo clínico del 

paciente, ya que este tiene una respuesta 

retardada a infecciones teniendo en cuenta 

las subpoblaciones de linfocitos y además 

tuvo infecciones a repetición durante gran 

parte de su vida. 

 



 
 

El principal gen candidato para IDP que se 

seleccionó en el paciente F 00461 fue A2M. 

Este gen codifica para una glicoproteína con 

capacidad de inhibir de la serina, treonina y 

metaloproteasas y citoquinas 

proinflamatorias, clivando estas proteínas, 

adicionando grupos SH, sugiriendo un cambio 

conformacional en la proteína y de esta 

manera inhibiéndola (Sottrup-jensen, 1989). 

Se expresa en tejidos vasculares, incluyendo 

músculo liso (Rodríguez-Calvo et al., 2015), 

además en otros estudios realizados en 

ratones adultos se observa que dos de los 

mayores sitios de expresión de la proteína 

A2M se encuentra en el hígado y el cerebro, 

en este último distribuido en todo el cerebro 

excepto la corteza y la región del hipocampo 

(Lorent et al., 1995). De manera interesante, 

en un estudio por serie de casos se detectó un 

paciente con enfermedad pulmonar crónica 

desde su niñez, el cual presentaba un 

polimorfismo en el gen, siendo heterocigoto 

para la mutación, el cual podría ser 

responsable de la disminución de esta 

proteína en el suero y probablemente la causa 

de su enfermedad (Poller et al., 1989); un 

caso muy similar al encontrado en el presente 

estudio. En otros estudios relacionados con la 

enfermedad del Alzheimer, han asociado la 

expresión de A2M en el cerebro que está 

relacionada con los niveles de expresión y la 

fosforilación de la calcineurina en el cerebro, 

una proteína responsable de la activación de 

la transcripción de la IL-2, siendo responsable 

al mismo tiempo de la estimulación y 

crecimiento de los LT (Varma et al., 2017). 

Aunque no hay más estudios que relacionen 

la A2M con las IDP, el presente trabajo abre 

la posibilidad que este gen sea importante en 

la correcta homeostasis y funcionamiento del 

pulmón, lo cual debe ser investigado en mayor 

profundidad. 

 

 

 



 
 

 

 
 

El principal gen candidato para IDP que se 

seleccionó en el paciente F 00108 fue TCF3, 

es un factor de transcripción perteneciente a 

la familia de las proteínas E, el cual es 

importante para el desarrollo de los linfocitos 

B, la ausencia de este gen produce 

anormalidades en estadíos tempranos de los 

linfocitos T αβ, reduciendo la cantidad de 

estos en los timocitos. Adicionalmente, este 

gen es requerido para la señalización de TNF-

a, IL-1a e IL-7 y su ausencia está relacionada 

con el desarrollo de linfomas debido a una 

inestabilidad cromosomal que promueve la 

activación del proto-oncogen c-myc (Bain 

et al., 1997). En otros estudios, se relaciona 

este gen con la progresión de carcinoma 

cervical de células escamosas (CSCC por sus 

siglas en inglés) (Luo et al., 2017). Además, 

estudios en ratones, indican que las E 

proteínas, incluyendo este gen, es necesario 

para el mantenimiento del sitio hipersensible a 

DNAsa tipo I (DHS por sus siglas en inglés), 

la cual está encargada de la actividad 

transcripcional de los factores de 

transcripción, la regulación de las 

inmunoglobulinas en los plasmoblastos y 

células plasmáticas promoviendo su alta 

secreción en el plasma (Wöhner et al., 2016). 

El paciente presenta diversas alteraciones en 

su sistema inmune, comenzando a temprana 

edad con una anemia hemolítica autoinmune, 

infecciones a repetición que lo llevan a 

padecer enfermedad diarreica crónica, 

padeciendo a su vez, rinitis alérgica. El 



 
 

fenotipo inmunológico del paciente concuerda 

con los hallazgos en la literatura, debido a que 

el paciente presenta una disminución en los 

LB de memoria, lo cual genera una 

disminución en las inmunoglobulinas, 

sumando a esto que el paciente padecía 

diversos desequilibrios, como tiroiditis, 

desnutrición crónica, generando de esta 

manera infecciones como neumonía. En un 

estudio realizado en el 2013, se identificaron 

4 pacientes con mutaciones de novo en esta 

misma proteína, las cuales eran autosómicas 

dominantes para la agammaglobulinemia que 

padecían los pacientes (Boisson et al., 2013); 

este estudio indica que TCF3 es muy 

importante en el desarrollo de los precursores 

de los linfocitos B. El paciente al tener esta 

mutación puede estar afectando la producción 

de esta proteína de gran importancia, pero se 

hacen necesarios más estudios para medir la 

concentración de la proteína en sangre y 

determinar de esa manera si realmente la está 

afectando. 

 

 
 

El principal gen candidato para IDP que se 

seleccionó en el paciente F 00837 fue C3, 

este gen codifica para la proteína C3, que 

participa en la cascada del complemento, que 

está involucrado en la vía clásica, alternativa 

y de las lectinas. Esta proteína es clivada y se 

convierte en C3a y C3b. C3a es una 

anafilotoxina y C3b junto con C3 y C5 tienen 

funciones de opsonización e inducción de la 

fagocitosis. Esta es una proteína muy 

importante para la modulación y proliferación 

de los LT, es necesaria para una correcta 

función celular de las células Th1, C3a por 

ejemplo tiene una acción directa sobre los LT 

promoviendo la inflamación y la respuesta a 

infecciones (Clarke y Tenner, 2014). El 



 
 

paciente en la historia clínica se relata que ha 

sufrido infecciones piógenas durante su corto 

trayecto de vida, encontrándose diferentes 

tipos de Streptococcus, además de padecer 

de glomerulonefritis membranoproliferativa, 

una enfermedad que causa complejos 

inmunes en el riñón y se caracteriza por 

proteinuria, hipertensión, hematuria y daño en 

la función renal en el 50% de los pacientes 

que padecen esta enfermedad; la cual, según 

un estudio que realizaron en la Hospital 

Universitario de Zurich, Switzerland, Suiza, 7 

de los 7 pacientes en una media de edad de 

7.3 años presentaban una aumentada 

disminución en la cantidad de C3 medida en 

el plasma, además de otras alteraciones 

(Spartà et al., 2018). Nuestro paciente, tiene 

un déficit en esta proteína de gran importancia 

para la respuesta inmune y la activación de las 

cascadas del complemento, además de 

presentar una mutación homocigota T2333C 

en este gen heredada de sus padres que 

también presenta la mutación de manera 

heterocigota, lo cual abre la posibilidad a más 

estudios en este paciente. 

 

 

 
 

Finalmente, el presente estudio es un reporte 

de casos de 4 pacientes con características 

clínicas similares y que comparten una 

enfermedad en común que es la 

Inmunodeficiencia común variable, excepto 

para F 00837 que padece Deficiencia del 

complemento. Nosotros reportamos 3 nuevas 

mutaciones en genes que pueden estar 

afectando directamente la funcionalidad de 

las proteínas y su disminución en el plasma lo 

que conlleva a tener los fenotipos 

inmunológicos expresados para cada uno de 

los pacientes incluidos en el estudio. 

Algunas de las limitaciones que tuvimos fue 

que en el paciente F 00108 sólo obtuvimos 

sangre total de la mamá y por supuesto el 

paciente, para los análisis posteriores, pero no 



 
 

obtuvimos del padre del paciente, ni tampoco 

de su hermano gemelar. 

 

El presente estudio abre nuevas posibilidades 

a investigar más a fondo por medio de análisis 

funcionales a las proteínas expresadas en 

estos pacientes para comprobar su verdadera 

disfuncionalidad y de esta manera proponer 

tratamientos más efectivos para cada uno de 

los pacientes. 
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