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1. INTRODUCCION

1.1 Aspectos generales del sistema inmunoldgico.

El sistema inmunoldgico es un conjunto de células, moléculas, 6érganos y tejidos,
cuya accidn conjunta sirve para proporcionar inmunidad o proteccion al organismo,
ademas del reconocimiento de una gran diversidad de antigenos o epitopos ya
sean propios 0 extrafios, y de la eliminacion de células infectadas o

transformadas.t 3 4

El sistema inmunoldgico se encuentra dividido para su estudio en respuesta
inmune innata (RII) y respuesta inmune adaptativa (RIA) (figural). La RIl (también
llamada inmunidad natural) es la primera linea de defensa y se encuentra
constituida por mecanismos de defensa humorales y celulares (proteinas

sanguineas y citocinas, células fagociticas y las células NK). 2

La RIl es una respuesta de accién rapida gue tiene lugar en las primeras horas de
infeccion; la activacion de ésta se lleva a cabo por medio del reconocimiento de
Patrones Moleculares Asociados a Patdogenos (PAMPS) a través de los receptores

tipo Toll (TLR) principalmente. *
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Figura 1. Inmunidad innata e inmunidad adaptativa y sus componentes. (Abbas)

La RIA a su vez se subdivide en dos: respuesta inmune humoral y respuesta
inmune celular. La respuesta inmune humoral cuenta con moléculas efectoras
presentes en la sangre y en las mucosas llamadas anticuerpos, las cuales son
producidas por los linfocitos B (LnB) o células plasmaticas y éste es el principal
mecanismo en contra de microorganismos extracelulares y toxinas. Existen 5
clases de anticuerpos: IgM, IgG, IgA, IgD e IgE, las cuales desarrollan diferentes

funciones, entre las cuales se encuentran: (figura 2) 125

v' Opsonizacién de bacterias
v' Anticuerpos neutralizantes

v Activacién de complemento



La respuesta inmune celular queda a cargo de los linfocitos T (LnT), los cuales se
pueden dividir de manera general en Ln T CD4* o cooperadores (Th), los cuales
presentan varias funciones, entre las cuales se encuentra la cooperacion con los
Ln B o células plasméticas para poder llevar a cabo el cambio de isotipo de los
anticuerpos, secretan citocinas, activacion de macrégafos, Ln NK, Ln T CD8 *, por
otro lado los LnT CD8* o citotdxicos (Tc) tienen como funcidén principal la
destruccion de células infectadas por microorganismos intracelulares (virus,
algunos hongos y levaduras, bacterias, parasitos) o de células transformadas.

(figura 2).1. 2. 4.5
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Figura 2. Funciones de la Respuesta Inmune Adaptativa. (Abbas)



Existen otras células que son consideradas como linfocitos debido a que
provienen del mismo linaje que los Ln T y B, sin embargo, no se contemplan
dentro de la respuesta inmune adaptativa, dichas células son los linfocitos NK,

linfocitos NKT vy los linfocitos T y/6 .1 18

1.2 Definicién y clasificacion de los linfocitos T.

Los linfocitos T son células que se caracterizan por presentar un receptor de célula
T (TCR), existen diferentes subpoblaciones de Ln T, mismas que presentan
caracteristicas fenotipicas y funcionales distintas, de modo que quedan
clasificados de la siguiente manera: los linfocitos Th son CD3*, CD4*, CD8, y los
Ln Tc son CD3*, CD4", CD8", los cuales expresan un receptor de antigeno llamado
a/B. Otra poblacién de linfocitos es llamada T y/6 expresan un tipo de receptor

parecido al a/B, pero de estructura diferente. 1 4 18

Como se comentd con anterioridad, existen otras poblaciones celulares
designadas como linfocitos debido a sus caracteristicas morfolégicas y de ciertos
criterios funcionales y moleculares, sin embargo, no presentan una clasificacién
como linfocitos T o B. Los linfocitos citoliticos naturales (NK), poseen unas
funciones efectoras similares a los Ln Tc, pero sus receptores no coinciden con los
receptores de antigeno de los linfocitos T, ni tampoco estan codificados por genes
que sufren recombinacién somatica. Por otro lado, los linfocitos NKT son una
poblacién celular que comparte caracteristicas propias de los Ln NK y T, ya que
expresan receptores de antigeno o/ codificados por genes que sufren una

recombinacién somética, pero al igual que los Ln T y/6 carecen de diversidad, lo



gue indica que no son especificos para los antigenos, es por eso que los Ln NK,

NKT y T y/5 pueden considerarse parte de la RII. 1>

Los Ln T y/& también obtienen su TCR por medio de la recombinacién somatica de
sus genes y y O; se ha observado que esta clase de Ln T se encuentran
principalmente en los epitelios, donde reciben el nombre de linfocitos
intraepiteliales y/6. En estudios realizados se ha observado que el TCR y/d y el
TCR a/g presentan diferencias estructurales en las regiones constantes y variables.
En ésta Ultima se ha visto que su longitud es mas parecida a las regiones
hipervariables de las Igs, esta peculiaridad en su receptor y que se encuentren
principalmente en los tejidos epiteliales hace suponer que reconocen a su
antigeno directamente los tejidos y no de las APC, tal como ocurre con los LN T

a/B, por esta razén es que se les considera como parte de la respuesta innata.

1.3 Ontogenia de los linfocitos T

1.3.1 Hematopoyesis

Al principio del desarrollo fetal, la hematopoyesis se origina en el saco vitelino
primitivo, pero a medida que avanza la embriogénesis, esta funcion la realiza el
higado fetal y por dltimo la médula 6sea. Todas las células sanguineas surgen a
partir de una célula madre hematopoyética comun, cuya diferenciacion queda
asignada a una estirpe concreta (eritrocitica, megacariocitica, granulocitica,
monocitica y linfocitica), dando origen a la linea linfoide y linea mieloide. (figura

3).1
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Figura 3. Proceso de hematopoyesis en la médula 6sea (Abbas)

Los precursores de los Ln T salen del higado fetal y de la médula 6sea y circulan
hacia el timo donde finalizan su maduracién. La mayoria de los Ln T y/56 proceden
de las células troncales hematopoyéticas del higado fetal, y la mayoria de los
linfocitos T a/g se desarrollan a partir de las células troncales hematopoyéticas

procedentes de la médula 6sea.'18
1.3.2. Diferenciaciéon de las células T en el timo

El timo esta organizado en una serie de l6bulos sobre la base de redes de células
epiteliales derivadas embriolégicamente de evaginaciones del endodermo
intestinal, de la tercera bolsa faringea y que forman zonas corticales y medulares
bien definidas. Esta estructura de células epiteliales proporciona el microambiente
para la diferenciacion de los Ln T, ademas las células epiteliales se encargan de

producir una serie de hormonas peptidicas (timulina, timosina a1, factor humoral



timico, timopoyetina, etc) que en su mayor parte parecen ser capaces de ayudar a

promover la aparicién de marcadores de la diferenciacién de los Ln T.18

Los Ln T que se encuentran en desarrollo en el timo, reciben el nombre de
timocitos, éstos cuando se encuentran mas inmaduros no expresan TCR, CD3, ni
cadenas ¢ y son incapaces de reconocer antigenos y ejercer funciones efectoras.
A pesar de que carecen de dichos marcadores, se ha hecho un gran esfuerzo por
clasificar subpoblaciones de precursores tempranos de los Ln T, basandose en la
expresion de otras moléculas como por ejemplo el c-kit, CD44 y CD25, en donde
el c-kit es el receptor de un factor de crecimiento de la célula germinal
hematopoyética llamado ligando de c-kit, el CD44 es una molécula de adhesion y
el CD25 es la cadena a del receptor de la interleucina 2 (IL-2). La mayoria de los
precursores tempranos de los Ln T que se encuentran en el timo expresan niveles
altos de c-kit y CD44, pero no expresan CD25. La expresion de c-kit y CD44
disminuye y aumenta de manera importante la de CD25 a la vez que el gen de la

cadena g comienza su reordenamiento para generar el TCR.1 1819

Los precursores que no expresan CD4 ni CD8, reciben el nombre de dobles
negativos (DN), sin embargo expresan el receptor de quimiocina CCR7 vy por la
influencia de quimiocinas como CCL19 y CCL21 migran a través de la corteza del
timo hacia la zona subcapsular externa. Las células mas tempranas de estas
células progenitoras, las células DN1, expresan todavia el marcador de la célula
madre CD34 y también expresan niveles elevados de la molécula de adhesion
CD44 y el receptor para el factor de la célula madre (SCF). Cuando maduran en

células DN2, pierden la expresién de CD34 y comienzan a expresar la cadena a



para el receptor de la IL-2 (CD25). En la diferenciacion a células DN3 la expresion
transitoria de los genes activadores de la recombinasa RAG-1 y RAG-2, junto con
un aumento en la accesibilidad de la cromatina alrededor de un alelo de los genes
de la cadena B del TCR, producen el reordenamiento de la anterior y ésta se
asocia con una cadena pre-a invariable (pTa) para formar un pre-TCR, ademas de
la asignacion al linaje de las células T. La expresion de CD3 (el complejo de
transduccion de la sefial del TCR) tiene lugar en esta etapa, mientras se pierde la
expresion de CD44 y c-kit. La pérdida de la expresion de CD25 significa el paso a
la poblacion DN4, que con posterioridad se diferencian en timocitos doble positivos

(CD4* CD8").18: 12.

El reordenamiento del gen de la cadena a del TCR ocurre cuando RAG-1 y RAG-
2 se expresan transitoriamente de nuevo en cualquiera de las células DN4 o
inmediatamente después la expresion de CD4 y CD8, de modo que los timocitos
dobles positivos comienzan a expresar otra vez cantidades elevadas de CCR7 lo
gque determina que migren a travées de la corteza, atraviesen la unién
corticomedular y lleguen a la médula, en donde se lleva a cabo el proceso de
presentacion y reconocimiento de antigenos propios ocasionando que los
marcadores CD4 y CD8 se segreguen en forma paralela a la diferenciacion en
poblaciones inmunocompetentes (células simples positivas), Ln T CD4* o Ln T

CD8+.18'

Ademas de los factores mencionados, el desarrollo de los timocitos depende
estrechamente de la IL-7 necesaria para la transicion a la etapa DN3. Los factores

que determinan si las células doble positivas se transformardn en CD4*



restringidas por el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase Il o CD8*
restringidas por el MHC clase |, aun no han sido esclarecidos por completo, sin
embargo, existen dos hipotesis principales: la hipétesis estocastica o de seleccion
y la hipotesis instructiva: la primera sugiere que la expresion del correceptor (CD4
0 CD8) es inhibida al azar y posteriormente se seleccionan las células que tienen
una combinacién de TCR-correceptor capaz de reconocer un péptido-MHC
adecuado para la supervivencia, por el contrario, la segunda hipétesis establece
que la interaccién del TCR con el péptido-MHC origina sefiales que instruyen a las
células T para inhibir la expresion del correceptor que no sirve, incapaz de

reconocer esa clase particular de MHC. 118

1.3.3 Procesos de seleccion

El siguiente acontecimiento importante que ocurre en la maduracién intratimica de
los Ln T, tras la expresion del TCR, CD4 y CDS8, es la seleccion de las células que

van a constituir el repertorio de los Ln T maduras en la periferia.

La capacidad de los Ln T para reconocer los péptidos antigénicos asociados con
el MHC propio se desarrolla en el timo, por lo tanto los procesos de seleccién son
los responsables de la supervivencia de las células T que expresan solo TCR que
sean capaces de reconocer las moléculas del MHC y los antigenos péptidicos

expresados en el timo. %2 18

1.3.4 Seleccion positiva

Durante esta fase se pueden eliminar células potencialmente perjudiciales que

reconocen con avidez estructuras propias, o se les puede inducir a que alteren sus



receptores del antigeno y se pueden conservar células que expresan receptores
del antigeno utiles. La conservacion de especificidades Utiles supone un proceso
llamado seleccidon positiva, esta seleccion garantiza la maduracion de los Ln T

cuyos receptores se unen con baja avidez a las moléculas del MHC propias.®

1.3.5 Seleccién negativa

La seleccidon negativa, por otro lado, es el proceso que elimina o altera los
linfocitos en desarrollo cuyos receptores de antigeno se unen fuertemente a
antigenos propios presentes en los organos linfaticos generadores. Los Ln T en
desarrollo son susceptibles a la seleccion negativa durante un periodo corto
después de que se expresen por primera vez los receptores de antigeno. Los Ln T
en desarrollo con una afinidad elevada por los auto-antigenos son eliminados
mediante apoptosis, un fendmeno conocido como eliminacion clonal. La seleccion
negativa de los linfocitos en desarrollo es un mecanismo importante para
mantener la tolerancia a muchos auto-antigenos, a esto se le llama tolerancia

central.4 5 &

1.3.6 Reordenamiento de genes para generar TCR: formacion de TREC

Asi como las células se van diferenciando de acuerdo con el tipo de molécula que
se expresa en su superficie, algo parecido sucede a nivel del reordenamiento de

los genes para la formacion del TCR.

En la linea germinal y en todas las células no linfoides, el loci de los genes que
codifican para las moléculas de anticuerpos y para las cadenas del receptor de
antigeno de los Ln T, estan compuestas por un gran numero de segmentos

10



alternativos V, D y J que se encuentran rio arriba de las regiones constantes, por
lo que la recombinacién de éstos genes en el timo es un proceso por el cual se
genera el repertorio de Ln T. Dicho reordenamiento da como resultado un circulo
de DNA llamado circulo de escision del receptor de la célula T (TREC). Los
TRECs son circulos de DNA estables y se mantienen después de la divisién
celular, pero debido a que no se replican, ellos se diluyen a través de la division
mitotica de los Ln T, es por esta razén es que en 1998 Douek y colaboradores
fueron los primeros en reportar el uso de TRECs para estudiar los cambios en la
frecuencia de las salidas de emigrantes del timo con respecto a la edad y en casos
con infeccion de VIH. A causa de este estudio, se llamé la atencion de que los
niveles de TRECs pueden ser usados para resolver preguntas con respecto a la

salida de los Ln T del timo (biomarcador) .° 10

La reorganizacién de los genes de los receptores del Ln T supone la adicion y
eliminacién aleatorias de bases entre los segmentos génicos que se unen entre si
a fin de aumentar al maximo su diversidad. Como ya se menciond, los linfocitos en
desarrollo de su TCR, ensamblan un pre-receptor del antigeno conocido como
receptor del linfocito pre-TCR. En ausencia de la expresiéon del pre-receptor del
antigeno, los Ln T experimentan muerte celular programada. Después del punto
de verificacion del pre-TCR, los linfocitos continian con su maduracién y expresan
su receptor del antigeno completo mientras todavia estan inmaduros. Este TRC
completo es muy importante ya que a partir de él los Ln T pueden reconocer

especificamente a los antigenos extrafios.®

11



Existen cuatro genes de TCR que codifican dos tipos de heterodimeros unidos por
uniones disulfuro: el TCR clasico que consiste de las cadenas TCRa (cromosoma
14911) y TCRB (cromosoma 7q34) que se expresan en la mayoria de los linfocitos
de la periferia, mientras que el TCR alternativo consiste de las cadenas TCRy
(cromosoma 7qg15) y TCR& (cromosoma 14q11), que se expresan del 2 al 14% de

los linfocitos T de la periferia. 1°

Los dominios variables para el reconocimiento de los antigenos de las moléculas
del TCR estan codificadas por combinaciones de los segmentos génicos variable
(V), de diversidad (D) y de union (J) para las cadenas TCRd y TCRpB o los
segmentos génicos V y J para las cadenas TCRy y TCRa. El nimero de los
diferentes segmentos génicos determina el potencial en la diversidad de
combinacion. Todos los segmentos génicos V, D y J estan flanqueados por
sefiales de secuencia de recombinacién homologas especificas (RSS). Estas RSS
consisten en una secuencia palindromica conservada heptamérica (CACAGTG)
adyacente a la secuencia codificante, y una secuencia nonamérica conservada
(ACAAAAACC) que se encuentran separadas por una regidon menos conservada

de 12 o 23 pares de bases (pb). 1015

Las secuencias RSS son reconocidas por las proteinas RAG-1 y RAG-2, que son
capaces de escindir el ADN entre el heptamero y el segmento final del gen
implicado. ElI ADN escindido resulta en un extremo la formacién de una horquilla
y en el otro extremo una sefial fosforilada en el extremo romo 5. Un llamado
cbdigo de union se obtiene después de la escision y ligadura de los extremos de la

horquilla codificada. Durante este proceso de ligadura adicional (union) la

12



diversidad de los codigos de union se obtienen a través de la insercion y delecion
de nucledtidos, dicha insercién de nucledtidos es posible por medio de una enzima
tranferasa llamada desoxinucleotitil transferasa terminal (TdT). Los exones V (D-)
J son los cadigos de union que junto con los exones constantes se transcriben en
ARNmM y se traducen en proteina. Los extremos sefial también se ligan y de ese
modo forman un producto circular de escisidn extracromosémico (TREC) que

contiene las dos RSS acopladas, es decir, la sefial de union.*°

Los genes TCRD (genes que codifican para la cadena & del TCR) son los primeros
en reordenarse, estos reordenamientos ocurren cuando las células se han
diferenciado de CD34* CDla aCD34* CDla" (etapa DN). Aproximadamente el
40% de los timocitos CD34* CDla- més inmaduros tienen reordenamientos
incompletos del gen TCRD. Estos timocitos inmaduros CD34* Unicamente
representan del 1-3% del total de la poblacion de timocitos, lo que implica que casi
todos los genes TCRD se reordenan mucho antes de que los timocitos comiencen
a expandirse. Después del reordenamiento de los genes TCRD, los genes que se
reordenan son los genes TCRG (genes que codifican para la cadena y del TCR),

los cuales se llevan a cabo antes de la expansion de los timocitos. (Figura 4).10

El reordenamiento de los genes TCRB (genes que codifican para la cadena (3 del
TCR) se inician con la subpoblacion CD34* CD1a*, sin embargo la mayoria de las
células empiezan a reorganizar sus genes TRCB cuando ellas comienzan a
expresar CD4* antes de estar en la etapa de dobles positivos. Esta transicion
muestra ser un paso importante en la diferenciacién de los Ln T, ya que como se

mencionod anteriormente, a partir de este paso comienzan los procesos de
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seleccion y con ello la supervivencia y expansion de los timocitos. No se conoce
mucho acerca del reordenamiento de los genes TCRA (genes que codifican para
la cadena a del TCR) en el timo, sin embargo como ya se vio, son importantes en

la seleccién positiva (figura 4).1°
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TCRD P e 3 =7
reo(rrongow‘:eﬂf . — Ve-D-J§ |
ICRG e —— =S
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TCRB ‘,‘/_;:7—'
rearangement ey VB-D-Jp l
TCRD B
deietion e dRec-yJo | "
TCRA ke
rearrangement /W

Figura 4. Esquema para la diferenciacion de las células T y secuencia de reordenamientos de los

genes de TCR. (Hezenberg)

La eliminacién del gen TCRD es un paso importante en la maduracion de los
timocitos pertenecientes al linaje TCRa/g. Los segmentos de los genes TCRD se
encuentran intercalados con los segmentos de los genes TCRA de modo que al
reordenarse los genes TCRA esto podria ocasionar la eliminacion de los genes
TCRD, de tal manera que todos los Ln T que presentan un TCR de tipo de TCR
a/B* tienen sus genes TCRD eliminados por lo menos en un alelo y
aproximadamente el 80% de estas células tienen eliminados sus TCRD en ambos

alelos. 10
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En 1988, De Villartay y colaboradores identificaron dos elementos eliminados de
los genes TCRD llamados sRec y wJa, que flanquean la mayor parte de los
segmentos del gen TCRD. Con la identificacion de estos elementos, se asume que
la eliminacion del gen TCRD define un paso intermediario en el proceso de
diferenciacion hacia el linaje de TCRwB. Experimentos muestran que el
reordenamiento del TREC 8Rec-yJa ocurre aproximadamente 2000 veces mas
frecuente en los Ln T que presentan un TCRa/8* que en los Ln T que tienen un
receptor del linaje TCRy/5*. Lo anterior indica que varios tipos de reordenamientos
pueden ocurrir en el timo en la eliminacion de los genes TCRD, pero el
reordenamiento dRec-yJa es el mas destacado después de realizada la

eliminacion de los genes TCRD (figura 5). 1°
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Figura 5. Reordenamientos secuenciales en el locus TCRAD. Los reordenamientos consecutivos
de TCRD, la eliminacion de TCRD y el reordenamiento de TCRA son indicados con los
correspondientes TRECs. Primero el reordenamiento de D a J de TCRD ocurre, seguido por el
reordenamiento de V a D-J. En el linaje TCR a/B, el gen TCRD es entonces preferentemente
eliminado por el reordenamiento dRec-wJa, el cual es inmediatamente seguido por el
reordenamiento por el gen TCRA (Va-Ja). Tomando en cuenta que la sefial de unién del TREC Vao-

Ja puede también ser llamada dRec-yJa como sefial de codificacion de TREC. (Hazenberg)
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1.4 Definicion de Inmunodeficiencias

La integridad del sistema inmunitario es esencial para proteger al organismo de
microorganismos infecciosos, microorganismos oportunistas y sus productos
toxicos, pero también para eliminar aquellos elementos propios que representan
un peligro para la supervivencia del organismo. Los defectos de uno o mas
componentes del sistema inmune pueden producir trastornos graves y con
frecuencia mortales, que en forma conjunta se denominan inmunodeficiencias.
Estas se clasifican en general en dos grupos: congénitas o primarias y adquiridas

o secundarias.t:

Las inmunodeficiencias primarias (PID) son un grupo de desordenes
genéticamente heterogéneos que afectan distintos componentes del sistema
inmune innato y adaptativo. Mas de 120 genes distintos han sido identificados,
cuyas anormalidades se encuentran en mas de las 150 diferentes formas de

inmunodeficiencias primarias. 12

Las manifestaciones clinicas de las inmunodeficiencias primarias son muy
variables, por lo general incluyen infecciones recurrentes, alergia, proliferacion

anormal de linfocitos, cancer y autoinmunidad. °
1.5 Clasificacion de las Inmunodeficiencias

Las PID son clasificadas en términos generales de acuerdo con el componente

inmune que se altera principalmente: 1%

a) Desordenes en la inmunidad adaptativa.
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b) Desérdenes de la inmunidad innata.

De acuerdo con la Unioén Internacional de Sociedades Inmunoldgicas, clasifican a

las inmunodeficiencias en: 1%

v" Inmunodeficiencias combinadas de células T y células B.

v Deficiencias de anticuerpos.

v' Otros sindromes bien definidos como inmunodeficiencias.

v' Enfermedades de desregulacion inmunoldgica.

v Defectos congénitos del numero de fagocitos, funcién o ambos.
v' Defectos en la inmunidad innata.

v' Desoérdenes autoinflamatorios.

v Deficiencias en complemento.

1.6 Definicién y generalidades de las Inmunodeficiencia combinada grave.

Dentro del grupo de las inmunodeficiencias combinadas de células T y células B,
se encuentra la Inmunodeficiencia Combinada Grave (SCID), la cual representa un
espectro de desérdenes genéticos con profundos defectos en ambas

inmunidades: celular y humoral. 18-

La SCID es un grupo de condiciones caracterizada por problemas en el desarrollo
de las células T, lo que conduce a deficiencias funcionales en ambos tipos de
linfocitos. Un denominador comdn en todos los nifios con SCID es un paro
intrinseco de la diferenciacion de los Ln T, a menudo relacionado con
diferenciacion defectuosa de células B y en algunos tipos genéticos deficiencias
en las células NK. Esto da como resultado que nifios recién nacidos con estas
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condiciones inmunolégicas carecen de la habilidad para producir una respuesta
efectiva en contra de agentes infecciosos. Los recién nacidos afectados son
extremadamente propensos a todas las formas de infeccidon (virus, bacterias y
hongos), diarreas persistentes, alteraciones en el crecimiento, lo cual provoca
prolongadas hospitalizaciones y generalmente mueren durante el primer afo de
vida. Desafortunadamente, pacientes con SCID no pueden ser identificados
inmediatamente con esta enfermedad, debido a que, al momento de nacer, ellos
son sanos Yy otro factor importante que impide su identificacién es a causa de la
leche materna ya que estos pequefios se benefician de los anticuerpos de la
madre que se secretan en ésta, por lo que los nifios se encuentran indirectamente

protegidos. 78 19

Alrededor del 40% de los pacientes con SCID tiene mutaciones en la cadena
comun v (yc) de los receptores para interleucinas IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21,
de ellos el receptor de IL-7 es el mas importante para la diferenciacion de linfocitos
y las mutaciones en la cadena a del receptor de la IL-2 0 en JAK 3. Otra mutacion
importante que puede ocasionar esta enfermedad es la mutacién en el complejo

enzimatico RAG 1y RAG 2. &

Los defectos de SCID son clasificados de acuerdo con el fenotipo inmunolégico y

son categorizados en:

a) SCID con ausencia de linfocitos T pero presencia de linfocitos B (T~ B*)

b) SCID con ausencia de ambos linfocitos Ty B (T"B").
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Ambos grupos importantes de SCID incluyen formas con o sin linfocitos natural

killer (NK). 13

Los nifios con SCID mueren como consecuencia de las infecciones que sufren
durante el primer afio de vida a menos de que reciba el tratamiento adecuado, el
cual puede ser, terapia de reemplazo enzimético, que el sistema inmunolégico
defectuoso sea reemplazado mediante el trasplante de células progenitoras

hematopoyéticas (TPCH) o en casos mas recientes, terapia génica.

Antes de 1968, cuando se realiz6 el primer trasplante de médula ésea exitoso, la
SCID siempre era fatal, pero Buckley y colaboradores, demostraron que un
diagnéstico y tratamiento temprano con un trasplante de células madre
hematopoyéticas puede reestablecer una funcion inmune normal. Si los recién
nacidos con SCID son tratados antes de los 3.5 meses de edad y de manera muy
importante antes de presentar la primera infeccion, tienen un 95% de probabilidad
de supervivencia (>20 afios). Si son diagnosticados después de los 3.5 meses de

edad la tasa de supervivencia cae por debajo del 70%. 8 12 16.

La incidencia verdadera de los nifios con SCID es desconocida; existen estudios
en que sugieren que la incidencia es de 1/100,000 nacimientos, mientras que otros

estudios indican que la incidencia es de 1/60,000 nacimientos vivos.8 16

1.7 Tamiz neonatal.

El tamiz neonatal es un programa que busca pacientes con trastornos metabadlicos
y genéticos entre todos los recién nacidos de una poblacion, para darles un
tratamiento que evite o aminore la produccion de dafio que puede ocasionar,
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desde graves minusvalias hasta la muerte. Para que un trastorno se incluya en la
lista, debe comprobarse: 1) el trastorno sea tratable, 2) exista una buena prueba
para identificarlo y 3) la intervencion médica temprana sea de beneficio para el
bebé. 14 17- Para poder tener la efectividad esperada en el tamiz neonatal, es
necesario que la muestra sea tomada dentro de las dos primeras semanas del
recién nacido, de preferencia en los primeros 4 a 7 dias de vida extrauterina, sin
embargo, si esto no puede realizarse de esta manera se establece que como

maximo la prueba se pueda realizar hasta los dos o tres meses de vida.

En 1961 el Dr. Robert Guthrie fue el primero en desarrollar la prueba del tamiz, a
partir de la recoleccién de gotas de sangre en papel filtro para la deteccion de la
enfermedad llamada fenilcetonuria. Durante todos los afios de aplicacion del
programa de tamiz neonatal, se ha comprobado el éxito y la utilidad de la
informacién proporcionada a las instituciones de salud, con ella ha sido posible
eficentar gastos de atencion que requieren los pacientes identificados con alguna
enfermedad incluida en el programa de tamiz neonatal y al mismo tiempo permite
disefiar esquemas de prevencion mediante el asesoramiento genético a las
familias. La SCID ha sido reconocida como un trastorno que cumple con los
criterios de inclusion para la evaluacién neonatal, esto de acuerdo con los Centros
de Control y Prevencion de Enfermedades, a partir de una conferencia realizada
en el afio 2004 titulada “Aplicacion de Estrategias de Salud Publica para

Enfermedades de Inmunodeficiencias Primarias. 78
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1.8 Identificacion de SCID a partir de diferentes pruebas de laboratorio.

Debido a que muchos de los casos con SCID son esporadicos y sin una historia
familiar, la mayoria de los recién nacidos con SCID podrian ser claramente
beneficiados a través de un programa de evaluacion neonatal, el cual permitiria la
deteccion temprana antes del desarrollo de infecciones que pongan en riesgo la
vida del nifio. Varios métodos para la evaluacion neonatal han sido sugeridos,
incluyéndose un conteo completo de sangre en todos los recién nacidos,
inmunoensayos con IL-7, ensayo luminex multiplex de antigenos marcados para
células T y la cuantificacion de los circulos de escision del receptor de la célula T

(TRECs) en muestras de sangre seca.®

El primer intento para la evaluacion de todos los recién nacidos para SCID fue por
el equipo de Buckley y Puck en 1997, quienes hacian la sugerencia que la gran
mayoria de los casos podria ser identificado por un conteo completo y diferencial
de sangre, para determinar el conteo absoluto de linfocitos (ALC) por mililitro de

sangre. °

El ALC es una prueba informativa en el &mbito clinico ya que los Ln T representan
aproximadamente el 70% de los linfocitos en nifios sanos. Sin embargo como el
ALC incluye todas las subpoblaciones de linfocitos, pacientes con SCID (T B*),
quienes tienen un alto nimero de células B y posiblemente células NK podrian dar
resultados normales en esta prueba (falso negativo). Otro caso en el cual se

podria generar un resultado falso negativo es cuando las células maternas se
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encuentran en la circulacién de los infantes provocando un incremento en los

valores de ALC. ?

Los inmunoensayos para Ln T con IL-7 y proteinas especificas han sido evaluadas
por McGhee et al y Janik et al. Altos niveles de IL-7 en suero estan asociados con
estados linfocitopenicos de T, en un numero limitado de casos se ha probado que
dichos estados de linfocitopenia se relacionan con SCID, sin embargo, esta
asociacion no se ha convertido en una herramienta robusta de la evaluacién
neonatal para SCID, debido a la labilidad de la IL-7 y problemas con la técnica.
Por otro lado, la deteccion de proteinas del complejo del receptor de la célula T
(TCR)-CD3 en combinacién con CD45 ha sido lograda mediante el uso de una
tecnologia de captura de alto rendimiento. Sin embargo, la cantidad de proteina ha
sido tan baja, que necesita de antisuero policlonal de conejo en lugar de utilizar
anticuerpos monoclonales mas estandarizados, haciendo que este ensayo sea

problematico en este momento.®

Hazenberg et al y Douek et al, encontraron como ya se mencioné anteriormente,
qgue los TRECs son un biomarcador producido por los nuevos linfocitos T naive
gue emigran hacia la sangre periférica desde el timo. De acuerdo con Jennifer
Puck, en contraste con sus carencias como una prueba clinica (debido a que no
es suficiente una sola medicién), la determinacion de los TRECs, de todos los
métodos considerados hasta la fecha, es el Unico que resulté tener una utilidad en
la clinica para la evaluacién neonatal de SCID. Los TRECs pueden ser detectados
y cuantificados usando varios métodos basados en PCR, como es la PCR

competitiva, PCR-ELISA o RT-gPCR. En el estudio de TREC basado en PCR no

23



es posible distinguir entre las uniones codificantes sRec-yJa con la sefal
codificante Va-Ja. Sin embargo, la sefial codificante sRec-yJa es el objetivo 6ptimo
para el estudio de TREC. La RT-gPCR es el método preferido, porque es sensible
y exacto, basado en la deteccion especifica de una secuencia objetivo amplificada
durante cada ciclo de PCR. Consecuentemente, no necesita un proceso post-PCR,
lo que la hace una técnica rapida, reduce la carga de trabajo y previene la
contaminacion cruzada con productos de PCR. La ventaja de los TRECs como
analito en la evaluacion neonatal incluye la habilidad de usar muestras de sangre
seca, bajo costo, alto rendimiento y alta sensibilidad, por esa razén el método de
cuantificacion de TRECs fue el primero en ser adaptado y usado como estudio
pilote dentro del programa de la evaluacion del recién nacido en el estado de

Wisconsin, Estados Unidos. & 9 10

Para poder realizar la evaluacion neonatal para SCID, la universidad de Wisconsin
y el Instituto Madison revisaron y aprobaron un protocolo para el desarrollo del
método de evaluacion utilizando las mismas muestras destinadas para el tamiz
neonatal (NBS, del inglés newborn screening). ElI método ha sido
subsecuentemente evaluado y optimizado para usar muestras de sangre seca

(tarjetas de Guthrie). 8

El analisis comienza con obtener circulos de 3.2 mm de diametro de la muestra de
sangre seca, cada circulo equivale a 3uL de sangre liquida, después esta sangre
es procesada en placas de 96 pozos y es analizada por PCR cuantitativa en
tiempo real (RT-gPCR) para cuantificar el nimero de TRECs/uL de sangre.
(Figura 6).8
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Figura 6. Representacion grafica del método usado para la evaluacion de SCID por el programa de

evaluacion neonatal en Wisconsin. (Baker)

De acuerdo con los resultados obtenidos, el numero de TRECs / 3uL (TRECs/3.2
mm de muestra de sangre seca) se encuentra en un rango de 0 a 3900, con una
media de 827 y una mediana de 708.% La forma de la funcién de distribucion se
encuentra sesgada hacia la derecha, esto es tipico para muchos analitos clinicos;
sin embargo, la region de interés para la evaluacion de inmunodeficiencias y SCID,
presenta una distribucidén hacia la izquierda (figura 7A). En la figura 7B, se muestra
la distribucion de los TRECs desde nifios recién nacidos que tuvieron < 150
TRECs en la prueba inicial. Unicamente cerca de 1.06% de los recién nacidos
tuvieron <75 TRECs/3uL o un equivalente de 25 TRECs/pL. Usando estos datos
del estudio piloto, se estableci6 como valor de corte interno <25 TRECs/JL. Las
muestras con = 25 TRECs/uL son considerados como normales (negativos para
SCID u otras inmunodeficiencias). Las muestras que no se reportan como
normales (= 25 TRECs/uL) se clasifican en dos categorias: en no concluyentes o

anormales. Estas muestras tienen que repetirse. 7 &
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Figura 7. Resultados del ensayo inicial de TREC por RT-gPCR realizado por el programa NBS de
Wisconsin a partir de 5,766 tarjetas NBS durante el estudio piloto para la evaluacién de SCID en
2007. En la figura A se observa una grafica de distribucién, la cual nos muestra cuales son los

valores de TRECs obtenidos de la poblacién estudiada, en donde se observa que el valor maximo

se encuentra entre 0 a 750 TRECs/|L. La figura B indica el valor de corte establecido (25

TRECs/L) con respecto a la cantidad de muestras que se analizaron.
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2. JUSTIFICACION.

La ausencia de un procedimiento para realizar diagndéstico temprano del recién
nacido con SCID, no solo imposibilita el establecer la prevalencia de esta
inmunodeficiencia en nuestra poblacion, al mismo tiempo retrasa el diagndstico, lo
que reduce el éxito del tratamiento y se reduce la esperanza de vida de estos
pacientes. El diagnostico oportuno y el tratamiento temprano permitir4 ofrecer la
oportunidad de tratamiento curativo, aumentando la sobrevida y mejorando la
calidad de vida de la familia; de igual forma, permitirAd que las instituciones de
salud puedan ejercer de manera mas eficiente los recursos materiales y humanos
con los que cuenta para atender al paciente con inmunodeficiencia combinada

grave.

27



3. HIPOTESIS

Si el TREC dRec-yJa surge de la recombinacion de los genes que codifican para
las cadenas del TCR de los Ln T, entonces el realizar la cuantificacién de éste nos
permitird conocer de manera indirecta la formacion de dichas células en las

muestras analizadas.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

Implementar la técnica de cuantificacion de TRECs por PCR en tiempo real como
programa piloto para la deteccién temprana de SCID en recién nacidos del estado

de Tabasco.

4.2 Objetivos particulares.

a) Establecer la distribucion de valores de TRECs en recién nacidos del
estado de Tabasco.

b) Evaluar la utilidad del valor de corte reportado internacionalmente para el
diagndstico de SCID en la poblacion mexicana.

c) Evaluar el impacto que tiene en el resultado de cuantificacion de TRECs el

uso de un protocolo automatizado para la extraccion del DNA.
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5. MATERIALES Y METODOS.

Se utilizaron muestras de DNA extraidas a partir de una muestra de sangre seca

(tarjeta de Guthrie) de 480 nifios recién nacidos del estado de Tabasco.

El DNA se obtuvo a partir de 6 L de sangre seca (dos circulos de 3 mm obtenidos
a partir de la tarjeta de Guthrie) y se uso el kit de extraccion PrepFiler Express

(Applied Biosystems) y un método manual para obtener DNA.

Para la realizacion de la PCR en tiempo real, se utilizaron primers y sonda
(Tagman) del plasmido de TRECs. La reaccion utilizada fue previamente

estandarizada. (tabla 1).

Tabla 1. Primers y sonda de TRECs para la realizacion de la reaccion de RQ-PCR.

Nombre Secuencia
TREC forward primer 5’-CAC ATC CCT TTC AAC CAT GCT-3
TREC reverse primer 5-GCC AGC TGC AGG GTT TAG G-3
TREC sonda 6-FAM-ACA CCT CTG GTT TTT GTA AAG GTG

CCC ACT-3-TAMRA

Para la reaccion de PCR, se utilizo6 TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems) y un Copy number reference assay con RNasa P como gen de control
interno (Applied Biosystems); esta tltima también nos permite conocer de cuantas

células se obtuvo el DNA. Para la construccion de la curva estandar se utilizaron
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diluciones del plasmido estandar de TRECs con un intervalo dindmico de 106 a 10!
copias de TRECs; mientras que para la curva de RNase P se utiliz6 el estandar de
RNasa P (DNA humano, Applied Biosystems), la cual iba de 3000 copias a 4

copias de RNase P.

Procedimiento para preparar las muestras y analizarlas por la técnica de

PCR en tiempo real.

1. Descongelar muestras de Tabasco (40 muestras) y reactivos durante 40
minutos a temperatura ambiente.

2. Agitar muestras en el vortex con velocidad 6 por 20 segundos y realizar
centrifugacion de las muestras (1minuto a 3000 rpm).

3. Encendery limpiar campana de flujo laminar (EtOH 70%, agua destilada).

4. Encender equipo (7500 Real Time PCR) y preparar plantilla para realizar el
experimento.

5. Preparar Master Mix (MM) para las curvas estandar y las muestras.

6. A partir de la columna 3 de la placa, colocar por duplicado 5uL de la
muestra (DNA problema). En la columna 1y 2 se colocaran los reactivos y
los estandares para la curva estandar (por duplicado): 3uL de la RNAsaP
(DNA humano) y 5uL del plasmido de TRECs.

7. Una vez colocadas las muestras y los estandares, colocar a cada pozo
13uL de la MM preparada anteriormente.

8. Sellar placa con pelicula adhesiva.

9. Centrifugar durante 1 min, 3000 rpm.
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10.Colocar placa en termociclador (7500 Real Time PCR) y realizar corrida de
muestras.

11.Analizar resultados.

Esquema general de trabajo

Preparacién de placa para PCR

Preparacion de Master

Encender campana
Descor?gelar muestras de fluio lami P Mix para curva estandar y
y reactivos (30 j€ Tiujo laminar y muestras
minutos) a temperatura limpiarla. (EtOH 70%
ambiente. y agua destilada) l
- ~
v Colocar en la placa las
e . Sellar placa y
Encender equipo Real centrifucar muestras (?HL) ylas
) g curvas estandar RNAsaP
Time PCR System 7500 .
y preparar plantilla de (3 uL) y el plasmido de
axnerimento v TREC’s (5uL). Todo por
- Colocar la placa en el Kduplicado /
equipo Real Time PCR
Guardar muestras y System 7500 y realizar
reactivos en congelacion corrida de las muestras.

(-80°C y -20°C,

Analizar

resultados.

Preparaciéon de estandares de RNasa P

30uL 33uL 33uL 33uL 33uL 33ul 33uL

NN 7N NN NN

1 ¥

DNA humano 70uL de TE k—/

67uL de TE
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6. RESULTADOS.

A continuacién, se muestra una gréafica con los resultados obtenidos a partir de

480 muestras de nifos recién nacidos del estado de Tabasco.

Gréfica 1. Frecuencia en la cuenta de TRECs a partir de muestras de pacientes pediatricos del

estado de Tabasco.
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En la grafica 1 se observa la distribucion del numero de TRECs por microlitro de

sangre. de las muestras de DNA analizadas.

De acuerdo con los datos obtenidos, se observa que la mayor parte de las
muestras (aproximadamente 300), se encuentra en un rango de 163 TRECs/ pL
de sangre, un poco mas de 100 muestras presentan 484 TRECs/ uL de sangre,
menos de 100 muestras tienen 806 TRECs/ pL de sangre, aproximadamente 20
muestras presentan 1127 TRECs/ pL de sangre y de 5 a 10 muestras presentan

7873 TRECs/ pL de sangre.

Adicionalmente se procesaron muestras, de pacientes con diagndstico presuntivo

de SCID y con ellas se pudo establecer la utilidad de la prueba. Es importante
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mencionar que las muestras de estos pacientes se corrieron en un ensayo ciego

simple. Los resultados obtenidos los muestro a continuacion:

> P1 1.9813 TRECs/ pL
> P2 16.9900TRECs/pL
> P3 5.9154 TRECs/uL
> P4 49.4740 TRECs/uL
» P5 23.5275 TRECs/pL

Para corroborar si el uso de un método automatizado para la extraccion de DNA
tiene un impacto sobre la cuantificacion de TRECSs, se realizé la comparacion con
las muestras de los pacientes con un diagndstico presuntivo de SCID, los

resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 2. Comparacioén de la cuantificacion de TRECs entre el método automatizado y manual.

Muestra Método manual Método automatizado
P1 1.324 TREC/uL 0.968 TREC/uL
P2 7.844 TREC/uL 12.046 TREC/uL
P3 5.648 TREC/uL 6.184 TREC/pL
P4 36.778 TREC/uL 44.207 TREC/uL
P5 10.767 TREC/uL 9.756 TREC/uL
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Validacion de la técnica (obtenido de la tesis con referencia 20)

Curvas de calibracion TREC y RNasaP
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Grafica 2. NUumero de copias obtenidas a diferentes concentraciones de TREC y RNAsa P.

» Precision del sistema

Se realizé un analisis por sextuplicado de dos puntos de la curva de calibracion,
los cuales fueron tomados al azar (2" y 2™), teniendo como coeficiente de

variacion 1.4 % y 1.5% respectivamente.

Analisis por sextuplicado de dos
puntos de la curva de calibracién
60
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g 40
<
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Grafica 3. Analisis por sextuplicado de dos puntos de la curva de calibracion.
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> Linealidad del método.

Se realizé una curva estadndar de RNAsa P y una de TREC obteniendo los

siguientes datos:

Tabla 3. Valores de la curva estandar de TREC y RNAsa P.

TREC RNasa P
Pendiente -3.365 -3.345
r2 0.998 0.997
Interseccién con Y 41.39 40.27
Eficiencia 98.24 99.03

Curvas de calibraciéon TREC y RNasaP
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0
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Concentracién

Gréfica 4. Curva estandar de RNAsa P y TREC.

» Exactitud del método

Se realizaron anadlisis en ciego de cuatro muestras otorgadas por la Unidad de
Investigacion en Inmunodeficiencias para la obtenciéon del nUmero de copias de

TREC con un diagnéstico tentativo basado en el resultado.
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Tabla 4. Numero de copias de TREC de cuatro muestras en ciego.

Muestra Copias/ pL Diagnostico tentativo
1 310 Nifio sano
2 478 Nifio sano
3 6.36 SCID
4 458 Nifio sano

Las muestras con las que se trabajaron fueron las siguientes:

1. Sangre extraida de cordén umbilical de nifio recién nacido sano.
2. Sangre extraida de nifio sano de 12 dias de nacido.
3. Nifio confirmado con SCID.

4. Sangre extraida de nifio sano de 1 afio de edad.

> Precision del método.

Se realizaron tres repeticiones de un mismo paciente por duplicado,
posteriormente se obtuvo el promedio y el coeficiente de variacion de cada

repeticion.

Tabla 5. Analisis de tres repeticiones por duplicado de un mismo paciente.

Promedio de # de copias Promedio de # de copias

de TREC de RNasa P
157.86 5.24E+03
CVv 3.0% 2.83%
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Grafica 5. Promedio de los valores de tres repeticiones por duplicado de un mismo paciente.

> Estabilidad de la muestra.

Dos analistas en diferentes dias realizaron tres curvas de calibracién de TREC

para observar el comportamiento de ésta y su constancia.

Curvas de calibracion de dos analistas
diferentes
40
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R%=0.9993
. 30
g 25
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Gréafica 6. Promedio de las curvas de calibracién de los dos analistas en diferentes dias.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

De acuerdo a lo reportado en la literatura (estudio piloto realizado en Wisconsin),
la distribucién en la curva con respecto al nimero de TRECs por microlitro de
sangre, se encuentra sesgada hacia la derecha y al compararse con los datos
obtenidos en el presente trabajo, se observa una distribucién similar a la que ellos
reportan; esto sugiere que la distribucion de los valores de cuantificacion de
TRECs no se ven afectados por el fondo genético de nuestra poblacién, sin
embargo se debe realizar el estudio estadistico correspondiente con un namero
mayor de muestras para sustentarlo. Ademas, hay que sefalar que los datos
obtenidos en esta gréfica solo representan a la poblacion del estado de Tabascom
por lo que seria conveniente realizar el estudio con una muestra representativa de

todo el pais para observar si los datos siguen presentando la misma tendencia.

Es importante destacar que el 80% (384) de las muestras tienen cuentas de
TRECs por debajo de 500 TRECs/pL. Se encontré que la media de las muestras
fue 306.83 TRECs/UL de sangre seca, mientras que la mediana fue de 201.52
TRECs/uL de sangre seca; el que la media sea mayor que la mediana nos explica
el por qué la gréafica presenta esa tendencia de encontrarse desplazada hacia la
derecha, lo que nos lleva a calcular los limites del ensayo y se obtuvo que como
limite inferior tenemos 129 TRECs/pL (P2s) y como limite superior 471 TRECs/uL
(P7s). Lo anterior nos indica que el 25% de las muestras analizadas presentan un
valor menor que 129TRECs/uL de sangre seca, mientras que el 75% de las

muestras tiene un valor menor a 471 TRECs/uUL de sangre seca.
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Los valores obtenidos en las muestras que analizamos y de acuerdo al valor de
corte (< 25 TRECs/ uL) reportado por Puck y colaboradores, en este grupo de
muestras no se ha identificado a ningun recién nacido como probable SICD con
este ensayo, sin embargo, es necesario sefialar que debemos obtener un valor de
corte propio y que se obtenga con muestras de recién nacidos mexicanos, el cual

consideramos sera de mayor utilidad.

Con respecto a los pacientes con el diagndstico presuntivo de SCID se encontr
que en el caso de los pacientes P1, P2 y P3 se confirma dicho diagnostico, esto
debido a que en los tres casos se encontraron valores de TRECs menores a 25

TRECs/uL.

El caso del P4 se observa que a pesar de su valor de TRECs es bajo, es superior
al valor de corte, por lo que puede decirse que no es SCID. Y en el seguimiento
del caso las cuentas de Ln T se encontraron nimeros normales para las
poblaciones de linfocitos T, sin embargo, se diagnostic6 como una

inmunodeficiencia combinada no grave.

En el caso del P5 a pesar de presentar una cantidad de TRECs menor al valor de
corte reportado en la literatura, la muestra proviene de un paciente con diagndstico
de SCID, después de 30 dias post trasplante, porque lo que suponemos que el
paciente se encuentra en franca recuperacion, sin embargo, es necesario dar
seguimiento al caso y confirmar su recuperacion con el consiguiente aumento en

el nimero de TRECs.
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Contar con una opcion para realizar la identificacion de SCID en un breve periodo
de tiempo da la oportunidad de proporcionar tratamiento oportuno para aquellos

pacientes en los cuales se confirma la inmunodeficiencia.

Otro punto importante por analizar es el tiempo que tarda la muestra en
procesarse, esto se menciona debido a que la mayoria de las muestras analizadas
en este trabajo se procesaron aproximadamente un afio después de que la
muestra fuera tomada, y esto generd algunos problemas al momento en que se
realiz6 la cuantificacion de TRECs. Uno de los inconvenientes observados de
manera repetida fue que los valores obtenidos entre ambas réplicas de una misma
muestra, generaban desviaciones estandar muy amplias, y lo anterior provocaba
que la cuantificacién tuviese que repetirse, por otro lado, con una muestra que se
analizo 20 dias después de que ésta fuera tomada, se encontré consistencia en el
namero de TRECs/UL de sangre seca obtenidos en las réplicas de la muestra en
las diferentes determinaciones a las cuales fue sometida. Este dato es de suma
importancia, debido a que, si se quieren tener resultados confiables y consistentes,
en necesario analizar la muestra lo mas pronto posible a partir de la fecha en que

se obtuvo el DNA.

Para comprobar si existe alguna diferencia entre el uso del método automatizado
con respecto al método manual para la extraccion de DNA, en algunas de las
muestras se realizd la extraccion con el método automatizado y también con el
método manual y al realizarse la cuantificacion se encontr6 que los niumeros de

TRECs obtenidos son muy similares, por lo que es posible reemplazar el método
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automatizado por el método manual, debido a que en ambos métodos se obtienen

resultados consistentes y con ello nos aseguramos de que éstos sean confiables.

Otra situacién importante de mencionar es que es vital que la cantidad de DNA
sea la suficiente para que los datos de TRECs que se obtengan sean correctos,
esto debido a que en muchas de las muestras se encontré que se encontraban
valores bajos en la cuenta de TRECs asi como en los valores de la RNAsa P. Esto
ocasiond que las muestras tuviesen que repetirse e inclusive en algunos cosos
repetir la extraccion de DNA y volver a analizar dicha muestra. Esta peculiaridad
también es reportada por Jennifer Puck en una de las comparaciones que realiza
en las diferentes técnicas para la identificacion de SCID; es por ello que no sélo es
necesario la correcta extraccion de DNA, sino que desde la toma de muestra del
talobn del recién nacido tiene que ser adecuada, no siendo tan diluida ni tan

concentrada, ya que eso ocasiona que la extraccion de DNA sea dificil de realizar.
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8. CONCLUSIONES

» El protocolo de PCR que hemos implementado representa una herramienta
de utilidad para apoyar el diagnéstico de SCID.

» Los valores de TRECs obtenidos por el método automatizado y manual son
similares por lo que se puede realizar su cuantificacion por cualquier
método.

» EIl tiempo de procesamiento de la muestra si es importante para poder
obtener resultados confiables en la cuantificacion de TRECs por PCR en

tiempo real.
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9. PERSPECTIVAS

Dentro de este proyecto se quiere en un futuro no muy lejano poder
establecer un valor de corte propio y con ello poder realizar una
cuantificacion més adecuada con respecto a la poblacibn mexicana.
Ademas, se pretende implementar esta técnica en otras entidades de la
Secretaria de Salud en sus programas de tamiz neonatal, esto con el fin de
poder lograr la identificacion oportuna de esta inmunodeficiencia y con ello
establecer el mejor tratamiento para los pacientes pediatricos que sean
positivos para SCID.

Asi como en Estados Unidos, en donde 27 estados del pais han realizado
la implementacién de la técnica en sus evaluaciones neonatales y con ello
el diagnéstico y tratamiento temprano de pacientes con SCID, inclusive en
Espafia y Brasil, se comienza a querer la implementacién de la técnica para
la identificacion de esta inmunodeficiencia.

Otra cuestion importante de mencionar es el costo, aproximadamente por
nifio cuesta de $12 (por prueba). Incluso el costo por diagnéstico y
tratamiento tardio es mayor a que si se realiza el diagnéstico y tratamiento
temprano. Esta es una razén mas para realizar la implementacion de la

técnica en nuestro pais.
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