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1. INTRODUCCION

1.1 Sistema inmunoldégico

El sistema inmunoldgico reconoce moléculas llamadas “antigenos”, con la
finalidad de distinguir aquellos potencialmente dafinos y eliminarlos. Los
antigenos dafinos pueden ser parte de agentes externos o tener origen
intrinseco debido a desregulaciones de causa diversa (genética,

medioambiente, estilo de vida, entre otros)* °.

Los mecanismos de defensa del sistema inmunoldgico se clasifican en dos
tipos de respuesta: a) la inmunidad innata genera una respuesta al
identificar ciertos “Patrones Moleculares Asociados a Dafo”; pero es
necesaria una segunda respuesta, la b) inmunidad adaptativa, que a su
vez se divide en: i) inmunidad humoral (anticuerpos y componentes del
complemento que viajan en el torrente sanguineo) y en ii) la inmunidad
celular, un conjunto de células inmunoldgicas especializadas en erradicar
elementos dafinos al organismo y algunas células incluso mantienen una

“memoria inmunoldgica™.

El tema de estudio de esta tesis compete, principalmente, al sistema
adaptativo, por lo que es importante profundizar en el estudio de dichas
células inmunoldgicas. Empezando por su origen, la hematopoyesis

(Figura 1.1).



1.2 Hematopoyesis

La hematopoyesis es el proceso de crecimiento, division y diferenciacion
de las células sanguineas®®. Estas, provienen de un conjunto de células
progenitoras hematopoyéticas pluripotenciales o HSC (Hematopoietic
Stem Cells) de fenotipo CD34+*CD38". Al inicio de la vida de un individuo,
las HSC se originan en el mesodermo del saco vitelino y tras una migracion
por el higado fetal, se establecen permanentemente en la médula Gsea
(MO). Una vez en MO, se exponen a un microambiente especifico de
citocinas (factores estimuladores de colonias) que favorecen Ila

diferenciacion celular®® (Figura 1.1).

@ . Eritrocito
/ - .2

m Célul a NK
A £ 3 Linfocito T
Inmunologia basica y clinica Parslow T etal, 2004 /

Figura 1.1 Hematopoyesis de células sanguineas. A partir de una célula
progenitora hematopoyética pluripotencial se originan una serie de células
sanguineas, segun el microambiente de citocinas del sitio anatdmico en que se
diferencien®®.

\ p,o,.....;,},.m.m @ S
k‘ @
ﬁ%

cauu progenitora
linfoide
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1.3 Linfocitos

De las células que se diferencian en la hematopoyesis, existen varias
poblaciones de linfocitos, entre ellas: T, B y NK 82, Los linfocitos Ty B
reciben sus nombres segun el sitio anatdmico en el que concluyen su
proceso de maduracion (timo y MO respectivamente); mientras que los

linfocitos Natural Killer (NK), por la accion citolitica que ejercen.

De los linfocitos T precursores que salen de MO un 20 % se diferencia a
NKT y el resto llega a madurar al timo. Esto sucede desde la formacion
de dicho 6rgano, en las semanas 9 a 10 de gestacion. Los linfocitos T
formados comienzan a activarse por la exposicion a aloantigenos en el
utero materno, sin embargo, se genera tolerancia gracias un tipo de

linfocitos T reguladores (T reg) del embridn sano?®: 44,

1.3.1 Ontogenia de los Linfocitos T
La principal caracteristica de los linfocitos T es la expresion del receptor
de célula T (TCR), esencial para el reconocimiento de antigenos cargados

a moléculas propias del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC).

Es necesaria una gran diversidad de TCRs de secuencia Unica para
reconocer a casi todos los patdgenos existentes; esta diversidad se
genera durante la maduracion y solo es posible gracias a un rearreglo

genético®’ que se describird mas adelante.

1.3.2 Maduracion de linfocitos T

Mediante los vasos sanguineos que irrigan la regién cortical del timo
(Figura 1.2), llega a su primer estadio de diferenciacion un progenitor
linfoide comun (CLP) con fenotipo: HLA-DR, IL-7R, CD34*CD25*CD2™,
CD45débil y TdT nuclear'®. Las células epiteliales de corteza timica
estimulan a los timocitos mediante el ligando de Notch y un ambiente rico

en factor de crecimiento de timocitos (IL-7).

WPpr.
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Linfocitos

—Barrera funcional

— Médula

Macréfagos

Figura 1.2 Representacion de la estructura interna del timo. El timo es un
6rgano linfoide primario capsulado, en el cual maduran los timocitos. Ademaéas de
timocitos, podemos encontrar células epiteliales y macréfagos.

La seleccion de timocitos durante la maduracion, asegura Ila

inmunocompetencia, es decir, la capacidad de reconocer antigenos
foraneos potencialmente dafiinos y no reaccionar ante lo propio. Este
proceso de seleccidon, comienza con los timocitos dobles negativos (DN)
en la corteza timica, cuya principal tarea es sintetizar un TCR funcional

(Figura 1.3).

Timo

Médula ésea

NK

\ v 5

e

|
| — Vo
- JUDR \\a\DP ) = —
/ //\‘\/ 4 /| y _’( ‘\\
DNZ DN3 — DN4 %—7 \ e yd cp4at CcD4* |
A . DP d\ DR\ W |
< ’ -
Tcrb Terg, Tcrd | Tera N ’/
(s "Rearreglo TCRB "Rearreglo TCRo.) ~ cps+ {1+ cpst
y | = .
Seleccién Seleccién
positiva negativa

Figura 1.3 Diferenciacion de linfocitos. A partir de una célula HSC en médula 6sea,
se generan todos los tipos de linfocitos. En especifico, la diferenciacion del linfocito T
(linaje azul) muestra sus diferentes estadios, correlacionados con el rearreglo de genes
(Tcrb, Terg, Terd y Tcra) para la expresion del TCR y sus posteriores selecciones: positiva
y negativa. Abreviaturas: HSC, “hematopoietic stem cell”; CLP, progenitor linfoide
comun; LB, linfocito B; DN, doble negativo; NK, “natural killer”; DP, doble positivo.
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La formacion de TCR se detallara en la siguiente secciéon, sin embargo,
una vez que se forma el Receptor de Célula T, los timocitos expresan dos
complejos de diferenciacion simultaneamente: 4 y 8. Por consiguiente, se
les conoce como dobles positivos (DP) (Figura 1.3) y adn en la corteza

timica, se enfrentan a la seleccidon positiva (Figura 1.4).

Corteza timica \ | Médula timica

SELECCION POSITIVA \ SELECCION NEGATIVA
® yImEmm o -
S —¢pgt ,w
et =" BN Q-'-In@w
\.
Apoptos|s ll ’ Células
Células )%& epiteliales

epiteliales de medulares
corteza timica \ : timica
L )
L

w—
\ . Apopt05|s

Figura 1.4 Seleccidn positiva y negativa. En la corteza timica se lleva a cabo
la seleccion positiva (izquierda), donde el timocito (CD3*a:B*CD4*CD8") se
enfrenta a antigenos cargados a moléculas del MHC que presentan las células
epiteliales de corteza timica; si no existe reconocimiento, el timocito muere por
apoptosis, pero si reconoce la molécula, se diferencia a positivo sencillo. El
positivo sencillo migra a la médula timica y se enfrenta a antigenos propios
expresados por las células epiteliales medulares timicas; esta es la seleccion
negativa (derecha), en la que el timocito no debe reconocer lo propio, de lo
contrario muere por apoptosis.

En la seleccion positiva, el linfocito reconoce a una Unica molécula de
clase | o de clase Il mediante su TCR. Si la interaccion se lleva a cabo con
una molécula de clase I, se acopla el CD8 vy si la interaccion es con una
molécula de clase 11, el CD4 permanece expresado. Si el TCR no reconoce

las moléculas, muere por apoptosis y es fagocitado por macroéfagos en el

ap, . .
Jaﬁxma(’)



timo (Figura 1.2). Los linfocitos resultantes solo contindan la expresion
del cluster que reconocio6 a la molécula del MHC, quedando como positivos
sencillos (SP) (Figura 1.3). La seleccidn positiva asegura una “restriccion
génica”, es decir, que los linfocitos T reconozcan antigenos presentados

unicamente en moléculas propias.

Gracias a la expresion del receptor de quimiocinas CCR7, el SP migra a la
médula del timo, donde se lleva a cabo la seleccion negativa (Figura
1.4); aqui las células epiteliales medulares timicas (TMEC) presentan
antigenos de cualquier parte del organismo (gracias al factor de
transcripcion “AIRE”), con la finalidad de buscar linfocitos reactivos a
antigenos propios. Todas las clonas autorreactivas reciben sefales de
apoptosis; este evento favorece la tolerancia central y junto a la tolerancia

periférica, evitan el desarrollo de enfermedades autoinmunes.

Solo salen del timo los linfocitos T naive o inmunocompetentes y migran
a organos linfoides secundarios, donde son llamados linfocitos maduros.
Cuando conocen a su antigeno proliferan y se diferencian, dando origen a

los llamados: linfocitos efectores.

1.3a Tipos de linfocitos

Los linfocitos T inmunocompetentes que salen del timo, pueden
diferenciarse a: (a) linfocitos T cooperadores (CD3*CD4*) que al
reconocer antigenos de patégenos extracelulares presentados en
moléculas de clase 11, favorecen la activacion de linfocitos B y la accion
de macroéfagos y linfocitos T citotoxicos (CTL); (b) CTL (CD3*CD8Y)
quienes detectan antigenos de patdégenos o dafios intracelulares
presentados en moléculas de clase | y liberan moléculas citoliticas®; (c)
linfocitos T reguladores (T reg) (CD3*CD4*CD25"CHCTLA*FoxP3™")

encargados de modular la respuesta inmunolégica®#; (d) linfocitos T Y0

WPpr.
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(CD3*CD4*CD8*/"), quienes vinculan la respuesta inmune innata y
adaptativa, ademas de intervenir en el control de la activacion de
linfocitos T; estudios recientes sugieren incluso funciones no
inmunolégicas?’ y (e) linfocitos NKT (CD16*CD3%) quienes participan en

eventos de respuesta innata y favorecen la adaptativa’s.

1.4 Receptor de célula T

Como se ha mencionado, la principal caracteristica de los linfocitos T, es
la expresion de un TCR. El TCR es un heterodimero transmembranal de
dos cadenas polipeptidicas, compuestas a su vez, de un dominio variable
y uno constante. La region variable es altamente polimodrfica, con el objeto
de reconocer una gran variedad de antigenos presentados en moléculas

Al reconocer a su antigeno, el TCR se activa y desencadena una cascada
de sefalizacion que culmina en la activacion de genes para sintesis de
citocinas y factores de crecimiento que favorecen la expansion clonal

(Figura 1.8).

1.4.1 Recombinacion V (D) J

Los genes para las cadenas ay 6 (Tcra y Tcrd) se encuentran en el
cromosoma 149ll y los genes para las cadenas Byy (Tcrb y Tcrg), en el
cromosoma 7g34 y 7915 '°. Para reconocer la mayoria de los antigenos
existentes, se necesita un amplio repertorio de TCRs, generado gracias a
eventos de recombinacion aleatorios entre los segmentos V (variable), D
(diversity) y J (joining) (Figura 1.6). Para iniciar la recombinacién, son
necesarios los genes activadores de recombinacion RAG1 y RAG2. Incluso

tras la recombinacion, la enzima deoxinucleotidil transferasa terminal

WPpr.
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(TdT) afade nucledtidos aleatorios en posicion terminal del ADN para

generar mayor diversidad de proteinas?®’.

Con el propoésito de generar un TCR, el DN sintetiza una cadena B y
comprueba su funcionamiento, posteriormente, recombina los genes de a
y traduce la cadena correspondiente®’ (Figura 1.5). Si el TCR a:p
generado no es funcional, se rearreglan las cadenas & y Y, generando
linfocitos &:Y*CD3*CD4-CD8" que migran a la periferia. Tras este evento
de variacion en la transcriptomica, el TCR que se traduce se asocia a las

moléculas de superficie del CD3 y cadenas C.

Van Vu2 Vul Ju C«

e ———
recombination

rearranged DNA
—_—
transcription
spiicing
fransiation

protein
(T-cell receptor)

transiation
spiicing
franscription

|reananged DNA|

recombination

—— e —
germiine DNA

Figura 1.5 Rearreglo y expresion de las cadenas a y B del TCR. Para la cadena a
(parte superior), un segmento Va se rearregla a un segmento Ja para generar una
unidad variable funcional; a su vez, se une a Ca para transcribirse a mRNA que serd
traducido a la cadena a del TCR. Para la cadena B (parte inferior), el dominio variable se
codifica en tres segmentos: VB, DB y JB. El rearreglo de estos segmentos genera una
region variable funcional que se une a Cp para generar la cadena B. Una vez sintetizados,
se unen para formar un heterodimero o TCR a:f. Janeway CA Jr, et al., 2001 3L,
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1.4a TRECs

Durante la recombinacion V (D) J (Figura 1.6), el ADN que sobra es
cortado, escindido y ligado por los extremos, formando segmentos
extracromosomales llamados: circulos de escision del receptor de células
T (TRECs; T-cell Receptor Excision Circle)38. Se estima que el 70 % de los
linfocitos con TCR aB generan TRECs dRec-yla, también conocidos como
sj-TRECs (signal joint TRECs)?2. Estos sj-TRECs (primer TREC formado en
la Figura 1.6), resultan de la eliminacion del locus TCRD durante el

reordenamiento del locus TCRA.

Va Vs dRec D5 J& Cé ylJa Ja Ca
T e S ._':._ - - —E — -

Signal-joint
Va Vs SRecyla Ja Ca (sj) TREC

!-T

Coding-joint
Va Ja Ca ‘:c;)nfk‘:én thymocytes,
. : chromosome 14
= ______an ma (14q11)
locus TCRw/8

Figura 1.6 Generacion de circulos de escision del receptor de células T
(TRECSs). Los TRECs son circulos de ADN, escindidos como productos estables
del rearreglo genético para la formacion del TCR de los timocitos. No se duplican
en mitosis y se diluyen cada division celular, por lo que es comun encontrarlos
en timocitos y linfocitos T naive (Cossu, 2010)%°.
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1.5 Inmunodeficiencias

Defectos en uno o mas elementos del sistema inmunoldgico llevan a
desarrollar  trastornos graves e incluso mortales Illamados
“inmunodeficiencias”. Las inmunodeficiencias se clasifican en dos grandes
grupos: las primarias o congénitas (con origen genético) y las secundarias
0 adquiridas (consecuencia de factores como el contagio de VIH,

desnutricién, cancer, autoinmunidad, entre otros)4.

1.5.1 Inmunodeficiencias Primarias

Las inmunodeficiencias primarias (IDPs) son un grupo de enfermedades
genéticas que afectan uno o0 mas componentes del sistema
inmunolégico!®. La principal caracteristica de una IDP es la predisposicion
a infecciones, ademas, se asocian a eventos autoinmunitarios y
predisposicion a cancer (especialmente linfomas)®°. Aproximadamente el
80 % de los pacientes con IDP son menores de 20 afos y se sabe que el
70 % de los afectados son pacientes masculinos, pues la herencia mas

frecuente es recesiva ligada a X 1°.

Las IDPs son clasificadas por la IUIS (International Union of
Immunological Societies) en tablas que relacionan las enfermedades con
sus respectivos defectos genéticos, anormalidades inmunoldgicas y no
inmunolégicas®. Dentro de las IDPs, la mas peligrosa es la SCID (Severe

Combined Immunodeficiency o Inmunodeficiencia Combinada Grave)?®.

1.5.2 Inmunodeficiencia combinada grave

También conocida como “la enfermedad del nifio burbuja”, SCID es el
término para una gran variedad de defectos inmunolégicos heredables3®
y representa un 20 % de todas las IDPs'®. Se conocen mas de una docena

de defectos genéticos'® para la enfermedad y en el documento de la 1UIS,
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se refieren 14 genotipos, clasificados por su fenotipo (T'B*y TB) y sus
caracteristicas (ausencia de linfocitos T y de inmunoglobulinas)?!; esta
deficiencia celular y humoral, le da a SCID la caracteristica de

“combinada”37. 81, 26, 50,

El desarrollo y funcion de los linfocitos T se encuentra comprometido en
todas las formas de SCID con diferentes combinaciones fenotipicas de
T/B/NK debido a progenitores en comun (Figura 1.1), vias comunes de

sefalizacion en desarrollo y funcién, vias metabdlicas, entre otras?°.

1.5a Cuadro clinico de SCID

La variabilidad clinica es un aspecto primordial de SCID13, se observa
incluso en hermanos con la misma mutacion, debido a la interferencia de
factores genéticos, ambientales o de otro tipo'®> 78. Generalmente los
pacientes son recién nacidos aparentemente sanos gue comienzan a
manifestar defectos inmunolégicos? y no inmunolégicos?!: 20 indicados en

la Figura 1.7 y que evaluara el médico tratante del paciente.

INFECCIONES DIARREA
FALLAEN EL S COMUNES 0 PERSISTENTE,
CRECIMIENTO NaE INUSUALES EN UN INFECCIONES
NINO PEQUENO VIRALES
HALLAZGOS m%“
CUTANEOS LINFATICO
N p HEMOGRAMA COMPLETO
EXAMEN . YRECUENTO
LABORATORIO DFERENCIAL
INMUNOFENOTIPO: NuA'gEg‘:E?.’):O
B.LNKC 5-6M.<4000
INMUNOGLOBULINAS - ADRT0 5080
ANTICUERPO TROMBOCITOPENIAO
ESPECIFICOS i

Figura 1.7 Aspectos clinicos para el diagnoéstico de SCID (Guia de Practica Clinica
del Niflo con Inmunodeficiencia Primaria IDP, 2013)°2,
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Los pacientes con SCID presentan infecciones oportunistas como:
neumonia por Pneumocystis jiroveci, infeccion diseminada por BCG
(secundaria a vacunacioén), diarrea recurrente por vacuna de rotavirus®,
CMV persistente y severo, adenovirus, EBV, metapneumovirus y otras
infecciones virales, fungicas (candidiasis mococutanea resistente a

tratamiento)!® o por bacterias intracelulares.

1.5b Heterogeneidad génica de SCID

Las mutaciones asociadas a SCID alteran la expresiéon de proteinas
involucradas en el desarrollo y maduracion del linfocito T, sin embargo,
aln no se conocen todos los genes involucrados??; dichas mutaciones
pueden afectar antes o durante la recombinaciéon V (D) J 38 37, A excepciéon
del Sindrome de Di George y en algunos casos el sindrome Hoyeraal-
Hreidarsson (enfermedades autosémicas dominantes AD), se sabe que
mas del 50 % de los casos SCID son causados por mutaciones en ILR2G38
(ligadas a X recesivas o XL-SCID) y el resto son de herencia autosémica
recesiva (AR-SCID)38 20,

1.5c Tipos de SCID

Existen mas de 32 tipos de SCID, enlistados por la IUIS! y descritas a
profundidad por Cossu en un articulo del 20102°. Mas de la mitad de los
casos SCID son ligados a X, resultado de una mutacion en la cadena
gamma comun (Yc) del receptor de interleucina 2 (ILR2G), que afecta

diversos receptores de interleucinas como: IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-12

20, 25

Otras mutaciones cuya huella molecular se asocia a SCID afectan la
sefializacion de citocinas (JAK3 e IL-7Ra)?® 62, el metabolismo de purinas

(ADA y PNP), la recombinacion V (D) J (RAG1 y RAG2), la reparacion de
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ADN (ADN ligasa IV, Artemis y Cernunnos), metabolismo mitocondrial
(AK2), anormalidades timicas (FOXN1), presentacion de antigenos y
transduccion de sefiales®!, mutaciones en: cadenas §, € del CD3, en ZAP-

70, CD45 e IL-7a %, o defectos en el flujo de calcio (ORAI1 y STIM1)2°,

IL-2R IL-7R .

PLCy1 = PIP2

LAT Y '\
SLP-76 :
f e DAG InsP3 [

Calcineurin

Nucleus

g NFAT
@ @ —»

IL-2, IFN-y

Figura 1.8 Moléculas mutadas en SCID. Aquellos pacientes con mutaciones
en las proteinas representadas de color amarillo presentan problemas en la
activacion de linfocitos T sin presentar linfopenia. Por otro lado, aquellos con las
proteinas color rojo mutadas tienen defectos graves en el desarrollo de timocitos
y otros tipos celulares. Abreviaciones: DAG, diacilglicerol; InsP3, inositol-1,4,5-
trifosfato; LAT, "“linker for activation of T cells”; NFAT, factor nuclear de células
T activadas; PLC, fosfolipasa C; PtdIins(4,5)P2, fosfatidilinositol-4,5-bifosfato;
SLP76, dominio SH2 de proteina leucocitica de 76 kDa; STIM1, molécula de
interaccion estromal 1; ZAP-70, "C-chain-associated protein kinase of 70 kDa”.
Smith-Garvin, Koretzky and Jordan, 2009 ©°.
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1.5d Prevalencia epidemioldgica

Se estima que la incidencia mundial de SCID es de 1 en 100,000 38. 34, 15,
gracias a nuevos métodos de deteccion se puede estimar hasta 1 de cada
40,000 o 75,000 nacidos3®:2%: 77 Sin embargo, la incidencia tiene factores
étnicos importantes, por ejemplo: ADA-SCID se presenta en 1 de cada
5000 somalis y la mutacion en el gen Artemis (DCLRE1C) ocurre en 1 de
cada 2000 nacidos en Navajo. Las mutaciones RAG1", RAG2", ADA", IL7R",

CD3" y ZAP70" se han identificado en poblacion menonita Amish32: 46,

En México, se desconoce su prevalencia e incidencia, asi como los costos
gue genera la atencion de esta IDP'8, sin embargo, mediante datos
estadisticos, se puede calcular un estimado. A nivel de la Republica
Mexicana, se registran 2 239 217 nacimientos al afio88: 90 91.89 y se calcula
una prevalencia mundial de SCID de 1 de cada 70 000 recién nacidos
vivos?0: 39, 77 | a correlacion de estos datos indica que se presentan
aproximadamente 32 casos de SCID al afo en México, siendo un valor
subestimado, principalmente porque unicamente un 93.4 % de los

nacimientos son registrados en nuestro pais®°.

Aunado a esto, al analizar las tasas de mortalidad infantil (TMI), la
Republica Mexicana ocupa el puesto 110 en el ranking mundial, con una
TMI= 15 (menores de 5 afios) y TMI= 13 (menores de 1 afio)?°. Una
porcion de estas tasas debe pertenecer a casos no exitosos de SCID,
considerando las edades de referencia. En la Figura 1.9 se observan los
estados con TMI mayor al promedio nacional, que, si bien es afectado por

muchos aspectos, uno de ellos es el acceso a la atencion médica.
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Figura 1.9 Tasa de mortalidad infantil por entidad federativa. Decesos de
menores de un afio por cada mil nacidos vivos en 2005 &°.

1.5.3 Tratamiento y profilaxis

El diagnostico temprano de SCID es crucial, debido a que el éxito del

tratamiento aumenta considerablemente en aquellos pacientes que no

han padecido infecciones oportunistas!®. El tratamiento de eleccién es el

Trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas (TCPH) de donadores

alogénicos, haploidénticos (éxito >90 %). Dependiendo el caso, se puede

trasplantar cordén umbilical, realizar terapia de reemplazo enzimatico’®

(en pacientes con deficiencia de ADA) o terapia génica3’: 20,
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Jag/ma16



Adicionalmente, se esta desarrollando tecnologia de edicion genémica que
promete terapias de correccion sin el uso de vectores virales y regulacion

no fisiolégica de la expresion de genes32.

Debido a la susceptibilidad de estos pacientes a enfermedades, el
personal de salud debe advertir a los familiares el riesgo de virus
respiratorios y de la trasmision potencial de CMV en leche materna.
Ademas, se debe evitar la aplicacion de vacunas con patégenos Vivos o
rotavirus atenuados y tener precaucion al momento de realizar
transfusiones. Las medidas profilacticas van desde la aplicacion de

antibiéticos, hasta infusiones de inmunoglobulinass3®: 67 8,

1.6 Diagndstico

El diagndstico de SCID varia entre paises e instituciones®’, aquellos que
realizan un andlisis de antecedentes familiares, identifican Unicamente el
20 % de los casos38. En 2009 se estimd que en EE. UU. fallecia el 50 %
de los afectados por no ser diagnosticados a tiempo'©. La demora en el
diagnostico genera costos econdémicos importantes, debido a estancias
prolongadas en hospitales, cuidados intensivos y muertes. Se estima que
el 8 % de las IDPs identificadas en México son SCID y que los pacientes
permanecen hospitalizados hasta 27 semanas, aunque se desconocen los

costos!s.

Aunado a esto, un diagndstico temprano crea oportunidad de
investigacion de nuevas etiologias moleculares y de desarrollo de nuevas

estrategias personalizadas de tratamiento.
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1.6.1 Historia del diagnéstico de SCID
De manera general, se han realizado las siguientes pruebas en la

busqueda de la deteccidon temprana de SCID:

1) Inmunoensayos: analisis colorimétricos de actividad de ADA,
marcadores de IL-7, busqueda de CD3 y CD45 vy leucocitos totales.

2) Analisis de ADN, inefectiva por la heterogeneidad de la enfermedad
y las mutaciones no reportadas.

3) Conteo absoluto de linfocitos en sangre total, reportando falsos
negativos por presencia de linfocitos maternos y altos costos.

4) Cuantificacién de poblaciones linfociticas en sangre de cordén
umbilical.

5) En la actualidad se busca implementar la prueba de cuantificacidon
de TRECs a lo largo del mundo complementado con el hallazgo de

mutaciones en genes asociados a SCID38: 68,

1.7 Tamiz neonatal

Para poder explicar la prueba de TRECs, es necesario explicar conceptos
béasicos y caracteristicas del tamiz neonatal. El tamiz neonatal consiste en
un conjunto de pruebas (microtécnicas) con el potencial de detectar
defectos al nacimiento, que son condiciones que alteran el desarrollo
anatomofuncional, crecimiento, maduracion o metabolismo de los recién

nacidos®”’.

Estas enfermedades son prevenibles si se detectan, diagnostican, tratan
y/o0 rehabilitan oportunamente. La deteccién presintomatica permite:
evitar o limitar la discapacidad o muerte, ofrecer atencion meédica y en
general tomar medidas de prevencion y control que impactan

epidemiolégicamente en las tasas de morbimortalidad®’.
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El tamiz neonatal surgié hace mas de 50 afios con el trabajo del Dr.
Guthrie?®. Hoy en dia, se detectan mas de 50 enfermedades’® y el tamiz
neonatal ampliado incluye examenes de laboratorio cuantitativos, siendo
una gran herramienta en salud publica y pediatria preventiva®’. Las
muestras de sangre se recolectan facilmente en las llamadas tarjetas
Guthrie (Figura 10.1), esta matriz de fibra de algodén®! confiere
estabilidad a las muestras, permitiendo que los ensayos de tamiz sean:

reproducibles, econémicos y precisos.

Whatman%0%" Ellgate1z 1818
430010
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DO NOTAPPLY BLOOD TO BOTH SIDES
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Figura 10.1 Tarjeta Guthrie. Papel filtro con un cédigo de identificacidon Unico,
con espacio suficiente para registrar los datos del paciente. Tiene dibujados 5
circulos de 3.2 mm en los que se depositan 100 L de sangre periférica obtenida
de la puncién del talén de los recién nacidos?*®.

Para incluir una prueba en tamiz neonatal, es necesario: educar a la
poblacién, capacitar al personal de salud, invertir en investigacion,
equipos y espacios para el tratamiento; convirtiéndose en un tema
econémico, politico y cultural3® 8% 75 Los criterios de inclusién estan
establecidos desde 1968 por Wilson y Jugner®®, ademas, Kwan y Puck
manifiestan la necesidad de que las pruebas sean especificas, sensibles,

de facil disposicién y bajo costo38.

En México, la NOM-034-SSA2-2013, Para la prevencion y control de los

defectos al nacimiento, es de observancia obligatoria para todo
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establecimiento de atencion médica que atienda partos o recién nacidos

e indica la toma de muestra entre los dias 2 y 7 desde el nacimiento.

1.8 Prueba de TRECs

El tamizaje de SCID ha sido tema de trabajos en EE. UU. desde 200125
58 sin embargo, no se incluyé en tamiz neonatal?®: °¢ hasta 2008 en
Wisconsin®®, siendo la primera IDP incluida en tamiz neonatal38 26. 16,
Posteriormente, en el 2010 fue clasificada como una prueba clinicamente

valida para deteccion de SCID en recién nacidos?°.

Con base en el ensayo de Douek (para la cuantificacion de linfocitos T en
pacientes con VIH bajo tratamiento antiviral®?), el grupo de Chan y Puck
aplic6 la prueba de TRECs para identificar SCID, cuya principal
caracteristica es la ausencia o bajas concentraciones de linfocitos T
funcionales?®. Posteriormente, evaluaron la factibilidad de la prueba y su

implementacién en el tamiz neonatal'®.

La prueba de TRECs cumple con los criterios y caracteristicas necesarias
para implementarse en tamiz neonatal en todo el mundo?®: . Siendo una
gran herramienta de apoyo como evidencia médica y cientifica’>. Ademas,
es la primera prueba de tipo “high-throughput” basada en ADN entre las

pruebas de tamiz38.

1.8.1 Fundamento de la prueba

La prueba se basa en la cuantificacion de TRECs por medio de una PCR
cuantitativa en tiempo real (RT-g-PCR/ Real Time quantitative Polymerase
Chain Reaction) con primers que amplifican el segmento de unién de
dichos circulos (Figura 1.6), a partir de ADN de muestras sanguineas de

tamiz nenatal®>. Como se mencioné anteriormente, los TRECS son
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biomarcadores especificos de la maduracion de linfocitos T y sin importar
el defecto molecular, todas las formas de SCID se caracterizan por

ausencia o bajas cantidades de TRECs®%: 9. 20,

Los TRECs son estructuras estables que no se multiplican durante la
mitosis, por lo que se diluyen a medida que los linfocitos proliferan3g 1° y
dado que la produccién timica disminuye con la edad3®®, son mas
abundantes en poblacion pediatrica sana. Se considera que el niumero de
TRECs guarda una proporcion 1:1 con los TCRs generados y en

consecuencia, a la producciéon timica de células T naive?S.

1.8.2 Impacto clinico de tamizaje para SCID

El diagndstico mediante tamiz neonatal tiene una gran importancia clinica,
especialmente porque la deteccion antes de los 3.5 meses de vida
aumenta el éxito de los tratamientos. En especifico, un TCPH a esta edad
tiene un 95 % de éxito y a edades mas avanzadas, la tasa disminuye a
70 % 15. El diagnéstico repercute en la esperanza y calidad de vida de los
pacientes diagnosticados y de sus familiares, ya que se les puede informar

sobre la heredabilidad de las mutaciones, previniendo futuros casos.

1.8a Blancos secundarios

El ensayo de TRECs puede detectar otras linfopenias no-SCID3%8 57 o
relacionadas a SCID. Las TCLs (T-cell lymphopenia) pueden desarrollarse
por sindromes como: Di George (delecion 22g11), Down (trisomia 21),
CHARGE, Jacobsen, Nijmegen, Fryns e hipoplasia cartilago-cabello38: 39;
enfermedades no inmunoldgicas (leucemias), recién nacidos de bajo

peso, nacimiento prematuro, incluso algunas de origen idiopatico38: 39 40,
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Cualquier TCL, independientemente de su etiologia, debe recibir
seguimiento de especialistas inmunodlogos pediatras hasta restablecer el
numero de linfocitos, asimismo, se deben aplicar precauciones especiales
y profilacticas; si el numero de linfocitos no aumenta, es necesario un

TCPH38,

1.8.3 Pruebas confirmatorias de SCID

A) Conteo de linfocitos T:
- Biometria hematica, se observa como linfopenia <2000/mm?3.
- Subpoblaciones de linfocitos en citometria de flujo (T/B/NK)3°.
- Subpoblaciones LT (CD3/CD4), (CD3/CD8) en citometria de flujo.

B) Evaluacién de la funcién linfocitaria:
- Proliferacién de linfocitos T estimulados por mitdgenos vy

antigenos, principalmente mitégeno fitohemaglutinina A (PHA).

- Titulos de inmunoglobulinas tras la aplicaciéon de vacunas.

C) Reduccién de nitro azul de tetrazolio <1 %, comparado con testigo
de 56 % (DNFB).

D) Titulo de Isohemaglutininas.

1.9 Situacién actual en el extranjero

EE. UU., es el pais con mayor experiencia en la prueba de TRECs,
actualmente, se ha implementado en 32 de sus estados3® 3° y desde el
2010 se recomienda en la RUSP (Recommended Uniform Screening)’> 39,
Desde 2013 se han tamizado mas de la mitad de los nacimientos en

EE. UU.30y se estima una prevalencia de 1:58,00038: 39. 40,

Otras regiones que han implementado la prueba de TRECs en tamiz

neonatal, son: Ontario y Taiwan. Paises europeos, asiaticos, de medio
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oriente y latinoamericanos (Chile, Brasil, México, Argentina, Colombia y

Venezuela) realizan esfuerzos para implemetarlo’>.

La consanguinidad aumenta la probabilidad de que se presenten
desoOrdenes genéticos en una poblacion; algunos lugares donde es comun
la consanguinidad son: medio oriente y el norte de Africa®®. Por otro lado,
India tiene el mayor nimero de nacimientos en el mundo y no realiza

tamiz neonatal38.

1.9.1 Resultados de la implementacidon en otros paises

EE. UU., ha reportado los resultados de la implementaciéon en sus
diferentes estados, incluyendo hasta 3 millones de recién nacidos
tamizados; la mayoria de los casos detectados son causados por: defectos
autosomales en genes recesivos, mutaciones ligadas a X en ILR2G38: 39
13 defectos en RAG1 y RAG238. 39,

Ademas, se detectaron casos leaky-RAG que generalmente se detectan
hasta la nifiez, cuando ya existen complicaciones como autoinmunidad?38.
Los casos leaky-SCID presentaron mutaciones hipomorficas en los
mismos genes que SCID, por lo que el desarrollo de linfocitos T es parcial

y en consecuencia, presentan valores anormales de TRECs38: 40,

Gracias a la secuenciacién de genes en células de los casos detectados se
descubrieron nuevas mutaciones, aunque existen casos de etiologia
genética desconocida. Ademas, la recuperacion de los pacientes
sometidos a tratamientos restauradores del sistema inmunologico, han

resultado en su mayoria exitosos.



1.10 Implementacion de la prueba en México

En México, se ha aumentado la cobertura del tamiz neonatal, a través de
actividades de las instituciones de salud; se estima que la Secretaria de
Salud y el Instituto Mexicano del Seguro Social tamizan al 70 % de los

recién nacidos’>.

A pesar de que en nuestro pais el tamiz neonatal no incluye la prueba de
cuantificacion de TRECs, se estan haciendo importantes esfuerzos para
hacerlo posible; en el Instituto Nacional de Pediatria, la Unidad de
Investigacion en Inmunodeficiencias (UIID), con la ayuda de la fundacion
Jeffrey Model, busca la implementacién de la prueba en el tamiz neonatal
ampliado de México, bajo la direccion de la Dra. Sara Elva Espinosa Padilla
y el cDr. Edgar Alejandro Medina Torres; siendo un proyecto pionero en

el pais.

Este proyecto comenzé con un estudio piloto, en el cual, se empled la
técnica de RT-g-PCR para la cuantificacion de TRECs en muestras de sangre

seca en tarjetas Guthrie.

Se especula que la incidencia de SCID en México se encuentra
subestimada, especialmente por falta de atencion clinica, consanguinidad
de menonitas, grupos religiosos “ortodoxos” y comunidades pequenas

aisladas.



2. JUSTIFICACION

Mediante los esfuerzos en curso para la optimizacion de la prueba de
TRECs (mediante PCR cuantitativa en tiempo real), se estableceran las
bases para una futura implementacion en el tamiz neonatal mexicano.
Para obtener resultados de calidad, es necesario aplicar las mejores
condiciones metodoldgicas, por lo que mediante el antecedente de los
trabajos citados, se busca elegir el mejor origen de la muestra. La
obtencion de la muestra, es de gran importancia, porque es una condicion

pre-analitica que impacta en el resultado final.

La prueba de TRECs es un apoyo cientifico invaluable para el diagndstico
oportuno de SCID, que influye en la decisibn médica para la toma de
medidas especiales, el inicio de tratamientos y en consecuencia, en la
esperanza y calidad de vida de los pacientes (evitando su muerte) y de
sus familiares (informando la heredabilidad de las mutaciones para
prevenir nuevos casos). Como se menciond anteriormente, el diagndstico
clinico de SCID es muy dificil, debido a la ausencia inicial de sintomas y
de la heterogeneidad de la enfermedad. Adicionalmente, la prueba

identifica otras enfermedades (TCLs) como blancos secundarios.

Este trabajo, abre muchas posibilidades de investigacion para trabajos
futuros, ya que se desconoce: la incidencia de SCID, sus manifestaciones
idiosincraticas, costos, datos estadisticos y mutaciones en poblacion

mexicana.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Cuantificar Circulos de Escision del Receptor de células T por PCR en
tiempo real en muestras de sangre de cordon umbilical y talon de recién
nacidos, para determinar el mejor origen de la muestra y con la finalidad
de diagnosticar Inmunodeficiencia Combinada Grave en poblacion

pediatrica mexicana.

3.2 Objetivos particulares

v" Obtener los valores de TRECs a partir de muestras de sangre de
corddn umbilical y taldn de recién nacidos clinicamente sanos
clasificados como grupo control.

v' Comparar los resultados obtenidos de la cuantificacién de TRECs en
funcion del origen de la muestra (corddn o talén).

v' Obtener el valor de referencia de TRECs/uL para poblacién
mexicana, a partir de los resultados del grupo control.

v' Comparar el niumero de TRECs de las muestras de taléon con una
base de datos existente de usuarios de tamiz neonatal del estado

de Tabasco.

4. HIPOTESIS
La cuantificacion de TRECs/uL se vera favorecida en muestras de sangre
periférica obtenida del talén de los recién nacidos comparadas con las

muestras de cordén umbilical.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.0 Muestras

Las muestras utilizadas en este estudio se obtuvieron de las siguientes
fuentes: (a) sangre seca de tarjetas Guthrie de 1 482 recién nacidos en
el periodo de octubre de 2011 a enero de 2012 del estado de Tabasco
(proporcionadas por la empresa privada “TamizMas”); (b) 23 pacientes
con diagnéstico previo o perfiles asociados a SCID; (c) controles
negativos, obtenidos de sangre periférica de adultos sanos y (d) un grupo
control de 100 muestras totales, obtenidas de 50 recién nacidos sanos
evaluados clinicamente por expertos en inmunodeficiencias del Hospital
General Gea Gonzélez y obtenidas segun la metodologia descrita en el
Acta Pediatrica de México®3; de cada recién nacido se analizé una muestra
de talén y otra de corddn umbilical. Todas las muestras fueron analizadas

por duplicado.

Todas las muestras cuentan con el previo consentimiento escrito y
firmado por los pacientes y donantes o sus representantes legales

(menores de edad).

5.1 Tratamiento de las muestras y extraccion de ADN

De cada tarjeta Guthrie, se perforaban dos circulos de 3.2 mm de
diametro, equivalente a un volumen de 3 pL de sangre. Dichas
perforaciones se depositaron en tubos eppendorf de 2.0 mL para la
extraccion de ADN gendmico (gDNA) mediante el empleo del kit comercial
Axyprep Multisource Genomic DNA Miniprep (Axygen, USA). El proceso
fue modificado para el tipo de muestra, pero siempre siguiendo las

recomendaciones del fabricante.
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Las perforaciones se dejaron en 500 pL de Buffer de lisis durante un dia;
al dia siguiente se incubaron a 56°C y se agregaron 100 pL de solucion
precipitante. Entre cada paso se agitaba en Vortex durante 30 s.; una vez
agregada la solucion precipitante, se realiz6 una centrifugacion de 10
minutos a 12,000 rpm en el equipo Allegra X-12R (Beckman Coulter). El
liquido obtenido se transfirido a columnas de extraccion de gDNA colocadas
en tubos eppendorf de 2.0 mL. Los lavados se realizaron con dos
soluciones generales de lavado: W1 y W2 (700 pL y 800pL
respectivamente); se lavaron con la solucion W2 por duplicado. Para
finalizar, la columna se transfirié a tubos nuevos de 1.5 mL y se agregaron
100 pL de Buffer TE, seguido de un breve reposo (aproximadamente 2
minutos), para finalmente centrifugar durante 1 minuto a 12,000 rpm

para la obtencién del ADN.

En algunas muestras, la concentracion y pureza del gDNA disuelto se
midié por espectrofotometria con el equipo Epoch-BioTek (USA).

Calculando las relaciones de absorbancia A260/A280 y A260/A230.

5.2 PCR cuantitativa en tiempo real

a) Reactivos y distribucion de muestras

Todos los reactivos fueron preparados en un cuarto limpio, mediante el
uso de una campana de extraccion estéril Labgard (Class Il, Type A2
Biological Safety Gabinet). Se utiliz6 TagMan® Gene Expression Master
Mix (Life technologies). Las concentraciones de plasmido de TRECs y del
gen de referencia (RNasa P) se determinaron por espectrofotOmetria.

Diluciones seriadas de ambos se corrian por duplicado en cada corrida.

Los primers forward y reverse especificos para una secuencia ORec-ywJla

de TRECs (Applied Biosystems) se utilizaron para generar amplicones de
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110 pb. El primer forward (5" -VIC-TGCTGACACCTCTGGTTTTTGTAA-37)
y el reverse (5" - VIC-GTGCCAGCTGCAGGGTTTAG-3") y la sonda (57 -
FAM-ATGCATAGGCACCTGC-TAMRA) son de la marca comercial TagMan,
con base en las secuencias utilizadas en el ensayo original de Douek??: 26,
En algunos casos, se utilizé sangre periférica de adultos sanos en tarjetas
Guthrie como control positivo a SCID, esto debido a la disminuciéon de
copias de TRECs en adultos; estas muestras se agregaban como controles

ciegos.

b) Curvas de Calibracion
Para el estandar de TRECs se determiné la concentracion del plasmido por
espectrofotometria; se prepararon diluciones seriadas de 10° hasta 10°

copias para las dos curvas de calibracién, de 8 puntos cada una.

Adicionalmente, empleamos el gen RNasa P como gen constitutivo, para
la normalizacion del gDNA extraido, con base en el método utilizado en
2009 por Baker©, Del ADN humano utilizado, se realizaron 7 diluciones

seriadas a partir de una concentracion de 10 ng/uL.

El stock de todos los reactivos fue dividido en alicuotas de 100 pL,
etiquetadas adecuadamente y mantenidas a -20 °C para almacenamiento

a largo plazo y empleados en cada reacciéon de cuantificacion.

c) Cuantificacion de TRECs

Los niveles de TRECs fueron medidos en el gDNA tanto de sangre de
cordén umbilical como de sangre periférica; todas las muestras fueron
analizadas por duplicado. Para la cuantificaciéon de TRECs, se empled la
técnica de gRT-PCR multiplex, amplificando: TRECs y RNasa P en la misma

reaccion. La amplificacion se llevo a cabo en el equipo 7 500 Fast DX Real-
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Time PCR Instrument (Applied Biosystems), en placas selladas de 96
pozos (Applied Biosystems). El volumen de reaccion total (23 L), incluia
5 pL de gDNA extraido, 10 puL TagMan® Gene Expression Master Mix
(4374657, Life technologies), 1 pL TagMan® Copy Number Reference
Assays (4403326, Life technologies). Adicionalmente, cada pozo de
reaccion contenia 0.53 pL de cada primer, 0.8 pL de sonda y el resto de

agua.

Las muestras se sometieron a un perfil termociclico para desnaturalizar el
ADN en un ciclo de desnaturalizacion inicial de 10 min a 95°C, seguido de

30 ciclos de: 30 s a 95°C y 1 min a 60 °C.

d) Resultados y criterios de aceptacion.

El software 7500, version 2.05 se utilizé para el analisis de datos. Cada
punto obtenido fue calculado a partir de los datos crudos (en tiempo real)
con base en la curva de calibracion de los estandares. Para cada corrida,

se permitié una pendiente de -4.00 con R?> 0.980.

Los resultados se reportaron como numero de copias por puL de sangre
total para facilitar la estandarizacion interlaboratorio; asumiendo que
cada perforacion de 3.2 mm contiene 3 pL de sangre total (segun el
método original de Kwann en 2014). Es decir, por cada muestra
ensayada, el dato reportado por el software se divide entre 6, bajo el

siguiente razonamiento:

dato obtenido 1 reaccion 100uL ADN eluido 1 perforacion

1 reaccion ~“5uL ADN eluido 1 perforacion * "3 uL de sangre total
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Un total de 1 605 muestras fueron analizadas por RT-g-PCR, cuantificando
los TRECs. Los datos fueron procesados desde 2014 a agosto de 2015 y

recopilados en una base de datos para su analisis.

6. RESULTADOS

6.1 Grupo control

Un total de 50 pacientes clinicamente sanos constituyeron un grupo
control, de cada uno de ellos se obtuvo una muestra de sangre del cordén
umbilical durante el parto (antes de realizar el corte) y otra muestra de

sangre periférica del talon del recién nacido.

Ambas muestras de un mismo paciente, se procesaban simultineamente
segun la metodologia descrita. Una vez que se obtuvieron los valores de
TRECs y de RNasa P se agruparon los datos segun el origen de la muestra,
con la finalidad de calcular un promedio y un Coeficiente de Variacion
(CV).

a) Comparacion talén y cordéon
Una vez obtenidos los valores, se realizdé un histograma de frecuencias
para cada tipo de muestra. Se utilizaron las mismas escalas con fines

comparativos.

P, .



Origen de la TRECs/uL RNasa P
muestra Valor CcVv Valor CVv
Cordon 630 0.66 1018 0.56

Talon 954 0.61 1482 0.47

Histograma de Corddn

Mediana= 536 TRECs/pL
Sn-1= 415 TRECs/uL
16 Media= 630 TRECs/pL
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Figura 11.1 Resultados del grupo control. En la tabla se muestran los
promedios tanto de TRECs como de RNasa P y los Coeficientes de Variacion
obtenidos. En las figuras inferiores se encuentra la distribucién de los resultados
para cada tipo de muestra. MCL=pL (microlitro).

b) Valor de referencia para poblacion mexicana

Con la finalidad de comparar el comportamiento de los datos del grupo

control sin importar el origen de la muestra, se realizé un histograma

con los 100 resultados del grupo control. De manera general, se observa

que los valores mas frecuentes se encuentran entre los 388 y 689

TRECs/pL.

Histograma de grupo control
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Figura 11.2
Distribucion de los
resultados del grupo

control. En esta figura se

observan los valores
obtenidos para poblacion
mexicana. Obteniendo
una media de 792
TRECs/uL a partir de los
resultados  del grupo
control. MCL=uL

(microlitros)
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A pesar de obtenerse una media de 792 TRECs/pL, este valor no
representa el valor de referencia para poblacion mexicana. Los valores de
referencia se obtienen mediante analisis estadisticos mas complejos,
responsabilidad de un experto en estadistica del Instituto Nacional de

Pediatria.

Desafortunadamente, la obtenciéon del valor de referencia no ha sido
posible hasta la fecha, debido a la falta de resultados que ayuden a

obtener un valor verdadero.

6.1 Base de datos de Tabasco

Se generd una base de datos de 1,482 usuarios de tamiz neonatal de
Tabasco (TamizMas) incluyendo los datos clinicos indicados en las tarjetas
Guthrie y los resultados de la prueba de TRECs. Del total de pacientes
analizados se calcul6 una media para el analito y el control, siendo 792
TRECs/uL y 616 de RNasa P respectivamente. Se considera una poblacion
heterogénea con un comportamiento similar al que tendria el tamizaje
sobre la poblacion general. Sin embargo, es importante tener en mente
que esta poblacion, al ser de un solo estado de la Republica Mexicana, no

representa los valores de todos los estados.

6.2 Casos SCID

Durante el periodo en el que se analizaron tanto el grupo control, como
las muestras de Tabasco, llegaron al Instituto 23 pacientes cuya sospecha
clinica era de Inmunodeficiencia Primaria. Se decidié analizar muestras
de sangre periférica de dichos pacientes mediante la prueba de TRECs.
Las muestras se introducian arbitrariamente dentro de los ensayos

experimentales y se procesaban de la misma manera que todas las
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muestras. De los 23 pacientes analizados, solamente 4 obtuvieron un

conteo bajo de TRECs, bajo los criterios internacionales.

Ademas, dado que estos pacientes acudian a la Unidad de Investigacion
en Inmunodeficiencias y de manera rutinaria se les tomaban muestras
sanguineas para diversos estudios, se aprovechaba la flebotomia para
monitorear los niveles de TRECs de los pacientes. En la siguiente figura,
se muestra el seguimiento temporal de dos pacientes con diagndstico

presuntivo de SCID.

PACIENTE 1
PACIENTE 2
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Figura 11.3 Curva temporal de dos pacientes con SCID. En color naranja,
se representan los valores de RNasa P, observando variaciones de la calidad de
la muestra, principalmente en el paciente 1. De color azul se encuentran
representados los valores de TRECs/uL; en ambos casos, todos los valores son
menores a 792 TRECs/uL en las diferentes muestras tomadas en diferentes
meses. La referencia de 792 TRECs/L es la media del grupo control del presente
trabajo.

6.3 Control de calidad del ensayo
Ademas de los multiples controles en los ensayos, se evaluaron los

siguientes aspectos:

a) Relacion TRECs/RNasa P
De todos los ensayos a nivel mundial, los valores absolutos de TRECs

varian importantemente segun el laboratorio. Independientemente de
las condiciones de trabajo, conservacion de las muestras, el éxito de la

extraccion, el uso de equipos automatizado o diferentes analistas; el
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valor relativo de TRECs/RNasa P es comparable a nivel interlaboratorio.

Este valor representa la cantidad de TRECs en relacion con las copias de

RNasa P presentes en la muestra. En la siguiente figura se muestra la

distribucion de los valores TRECs/RNasa P obtenidos de todas las

muestras procesadas a partir de julio del 2014, exceptuando

Unicamente los pacientes con sospecha clinica de SCID. La media

obtenida fue de 2.63 + 2.30.
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

7.1 Ensayo de TRECs

Nombre de la prueba Prueba de TRECs

Unidades de medicion TRECs/uL
Valor de Referencia 792

Rango 265-1319
Desviacion estandar 527

Controles RNasa P

La prueba de TRECs, como se describié anteriormente, es un excelente
candidato para su implementacion en el tamiz neonatal en México. Una
notable ventaja de la RT-g-PCR es que podemos medir el producto
amplificado en tiempo real, mediante la sonda fluorescente de TagMan.
El ensayo multiplex tiene un perfil multianalitico que permite analizar
simultaneamente: TRECs como biomarcador de la linfopoyesis y RNasa P

como gen control en una misma reaccion.

Para validar los resultados de la prueba, se aplican controles de calidad
que aseguran que el gDNA sea adecuado y suficiente. En este ensayo, se
utilizé como control interno al gen constitutivo: RNasa P. Este gen codifica
para una ribonucleasa no relacionada al proceso de generacion de
TRECs®® 57, Toda muestra con bajas cuantificaciones del control era
considerada como error por amplificaciéon o extraccion fallida®® ; repitiendo

su determinacion®s.

En cambio, si los resultados de TRECs eran bajos y la RNasa P normal, se

repetia todo el proceso desde la extraccion. Un estudio de 2013 sugiere
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realizar una inmunotipificacion de estos pacientes?® y aunque esto

resultaria muy costoso, comprobaria una sospecha de TCL.

La variabilidad total de los resultados del presente estudio esta
conformada por factores biolégicos (edad, género, dieta) y analiticos
(toma de muestra, mantenimiento de la misma, calibradores, reactivos,
controles e interferencias)’4. La variabilidad biolégica también se ve

afectada interindividualmente e intraindividualmente.

a) Reproducibilidad
Para evaluar la reproducibilidad del ensayo, se analiz6 la variacion
temporal del Coeficiente de Variacion (CV) de agosto de 2014 al mismo
mes del afo 2015. En la Figura 11.5 se observan las gréaficas del CV,
demostrando que los ensayos realizados son reproducibles. Esta
caracteristica se afiade a la lista de virtudes de la prueba de TRECs, como
la especificidad y suficiente sensibilidad para detectar nUmeros anormales

de TRECs?O.

b) Valor relativo de TRECs/RNasa P
Durante el tratamiento de los datos, también se calculd el valor relativo
de TRECs/RNasa P (Figura 11.4). Este valor representa el error de
muestreo en la matriz de papel filtro?® y el rendimiento de la prueba. En
el presente estudio se obtuvieron valores de TRECs/RNasa P mayores en
comparacion con otros estudios que han calculado la misma relacién32.
Seria conveniente aumentar el tamafio de la muestra en estudios
posteriores de manera que al graficar los valores, se obtenga un
comportamiento gaussiano en los histogramas. Ademas, se sospecha que
la antiglledad de las muestras afecta el rendimiento de extraccion, este

aspecto, se discutira méas adelante a profundidad.
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7.2 Control de calidad

El conjunto de acciones que ayudan a que los resultados de algun
procedimiento sean confiables para el usuario, se les llama control de
calidad; en las pruebas clinicas se busca disminuir la variabilidad analitica.
La ISO 15 189 enfatiza la importancia del laboratorio clinico en los
diagnoésticos médicos y, en consecuencia, la importancia del control de
calidad en los estudios clinicos’4. Ademas, los criterios de calidad ayudan
a evaluar la prueba segun los objetivos, de manera que se puedan validar

los resultados.

Para estandarizar el procedimiento y asegurar que los resultados de
TRECs son confiables, se tomaron las siguientes medidas segun la fase
correspondiente: a. Fase pre preanalitica (uso de equipos adecuados,
mantenimiento y limpieza de los mismos); b. Fase preanalitica
(identificacion correcta de los pacientes, conservacion de la muestra,
criterios de aceptacion); c. Fase analitica (limpieza, optimizaciéon de
métodos de extraccion de ADN, uso de controles (ciegos, gen control),
curvas estandar y actualizaciéon de protocolos); d. Fase postanalitica
(manejo de datos, tratamientos estadisticos y de control de calidad e
interpretacion de resultados) y e. Fase post postanalitica (seguimiento de

pacientes por parte de los médicos).

El laboratorio cuenta con todo el equipo necesario y durante la realizacion
de este proyecto, se dio mantenimiento continuo a los equipos y las
limpiezas correspondientes. Si bien algunos aspectos como los recién
mencionados son muy sencillos, otros merecen su apartado en esta

discusion:



a) Condiciones de las muestras

Una de las fases mas dificiles de controlar en este proyecto es la fase
preanalitica, debido a que las muestras pueden provenir de diferentes
fuentes y a que es muy compleja la toma de muestra para tamiz neonatal.
Todo esto en conjunto impacta importantemente en los resultados. En
primer lugar, no todo el personal de salud conoce el correcto llenado de
las tarjetas Guthrie, la importancia y repercusiones de esta accion.
Ademas, algunas muestras no contienen los datos correctos de los

pacientes o son ilegibles.

Las muestras del grupo control no sufrieron de estos defectos, sin
embargo, las muestras de Tabasco tenian muchas irregularidades,

observando muestras como las de la Figura 12.0.

w-u‘“‘t ao%moe

NE 31856 LW Nt 209264

- —— e BEaE

Sobresaturada con coagulos  Mads de una gota equivale a
exceso de sangre

PN e ¢ ‘ i .
"hf.) \‘sf’ ‘\,dq_..-" ";.r' ‘sﬂ’
e s N® 107288 Figura 12.0
» ” . Ejemplos de
Escasa, la sangre no llené No pasé a la cara posterior
. . muestras
el circulo de la tarjeta

deficientes,
tomadas en

s00ene ocoo@® I
Meswm NS 005235 Kot N¢ 205460

T A G e

Contaminada, no seco el

Dilvida alcohol del érea de limpieza

La flebotomia es un proceso doloroso para cualquier paciente, en este
caso, la dificultad se multiplica al tratarse de pacientes pediatricos. Por lo

que se debe evitar la necesidad de una segunda toma de muestra; seria
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conveniente impartir cursos breves que eduquen al personal de salud en

la toma de este tipo de muestras y el correcto llenado del papel filtro.

Por otro lado, si la toma de muestra es correcta, las pruebas de tamiz
neonatal resultan practicamente indoloras a los neonatos. Vinculado al
concepto, los ensayos de tamiz requieren una cantidad o volumen minimo
y si la muestra es adecuada, una misma tarjeta Guthrie se puede utilizar

para realizar diversas pruebas de tamiz neonatal.

Asimismo, repercute en los resultados la antigiiedad de la muestra como
se mencion6 anteriormente y esto, junto a la toma incorrecta de muestra
y un mal almacenamiento se refleja en la disminuciéon del rendimiento de
extraccion de ADN. Los valores del gen control para el grupo control son
de 1 250 copias en promedio, mientras que para las muestras de Tabasco
se obtuvo una media de 616 copias de RNasa P promedio; esto representa
una disminucion del 50 % del rendimiento debido a las condiciones
reportadas. Seria conveniente realizar estudios posteriores que evallen

el comportamiento de un grupo control con el paso del tiempo.

7.3 Grupo control

El grupo control esta conformado por poblacion pediatrica sana,
verificando que los pacientes que lo conforman cumplan ciertos criterios.
En estudios posteriores, seria conveniente aumentar el tamafo del grupo
control para estimar con mayor precision los valores verdaderos de la
poblacion y en consecuencia disminuir la desviacion estandar. Ademas de
incluir grupos de estudios adicionales, necesarios para la obtencion de un

valor de corte.
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a) Comparacion talén vs cordén

Después del tercer mes de gestacion y una vez formado el timo, se
comienzan a producir pequefias cantidades de TRECs por la maduracion
de Linfocitos T del producto. Estos TRECs se encuentran en la sangre
periférica del feto. Se sabe que al momento del parto, la sangre del cordon
umbilical contiene sangre tanto materna como fetal. Es por esto que se
pueden cuantificar los TRECs en esta muestra; considerando ademas, que
la contribucién de TRECs de la madre es practicamente nula por ser un

adulto.

Siendo la primera muestra que se puede obtener del producto a partir de
su nacimiento, el andlisis de la misma podria diagnosticar de manera
temprana enfermedades como SCID. Por esto, se quiso evaluar la
idoneidad de la muestra contra sangre periférica de talén, obtenida segun

las recomendaciones en los primeros 2 a 7 dias desde el nacimiento®%: 87,

La cuantificaciéon de TRECs fue exitosa en sangre de corddén umbilical, sin
embargo, la sangre de talon demostr6 mejores resultados. Diversos
estudios han reportado que la sangre de cordén umbilical es rica en HSC”®:
55 del producto (Figura 1.1). Esto quiere decir que la muestra contiene
células fetales no diferenciadas, que no han migrado a érganos linfoides
y no han comenzado su diferenciaciéon. Todo esto aunado a que en el
momento del parto, el cordon umbilical transporta liquidos, nutrientes,
células maternas y otros componentes que “diluyen” cualquier analito a
cuantificar. Esta dilucion no solo aplica al numero de TRECs, también se

extiende a los valores de RNasa P (Figura 11.1).

Otra inconveniencia importante, es la toma de muestra al momento del
parto por que representa un gasto adicional®® y un problema de logistica
para su implementaciéon®’. Bajo este razonamiento y con los resultados

mostrados, se puede afirmar que la cuantificacion de TRECs/uL se ve

P, .



favorecida en muestras de sangre periférica obtenida de talon
comparadas con las muestras de cordon umbilical. Ademas, si
consideramos que la ventaja mas importante de la muestra de corddén es
el diagnostico oportuno, los 2 a 7 dias de diferencia entre la toma de
ambas muestras, no representa una diferencia real en el tratamiento de

los pacientes diagnhosticados.

Los valores de corte de estudios anteriores reportados, generalmente
oscilan entre los 25 2018 3 los 40 TRECs/uL?°- 18.16.58 'sin embargo, se han
mencionado cuantificaciones de hasta 250 TRECs/uL segun el laboratorio.
Debido a la gran diferencia en las cuantificaciones, no es adecuado utilizar
los valores de referencia de otros paises. Entre las razones principales de
esta diferencia, se encuentran: el uso de equipos automatizados, la
diferencia de reactivos, la diferencia de condiciones de trabajo, los
analistas, entre muchos otros factores que pueden incluir incluso factores
genéticos y de salud de la poblacion. Este es el primer trabajo que estudia
a la poblacién mexicana en especifico y una vez que se establezca el uso
de la prueba en México, se facilitaran los esquemas de diagndsticos
existentes??: 39 40 Desafortunadamente se ha determinado la falta de un
grupo de estudio para poder obtener el valor de referencia para nuestra

poblacion.

7.4 Muestras del estado de Tabasco

Los resultados del estado de Tabasco (muestras del 04 de diciembre del
2011 al 12 de enero del 2012) constaban de usuarios de un tamiz
neonatal privado sin ningun requisito para la toma de muestra. Dentro de

esta perspectiva, la poblacion es heterogénea. Como era de esperarse,

. G



no se encontré ningun paciente con SCID dada la incidencia. Algo notable
es que en promedio, se obtuvieron cuantificaciones menores comparadas
con el grupo control. De tal forma que se mantiene la observacion

respecto a la antigiiedad de las muestras.

Siendo imprescindible que las muestras sean recientes y que las tarjetas
Guthrie se almacenen adecuadamente. El almacén es tan importante
como los demas aspectos, para prevenir la contaminacion entre
muestras; la principal razon es que queremos identificar aquellos

pacientes con valores anormales o diminuidos?®.

7.5 Pacientes

Los médicos se encargan de realizar el diagnoéstico correspondiente de los
pacientes, pero es necesario y de gran importancia tener un fundamento
y evidencia cientifica para que este diagnoéstico sea confiable. Los
resultados de la prueba de TRECs apoyan de esta manera el diagndéstico
de SCID, incluso en pacientes con injerto materno de células T, debido a
que estas clonas no generan una cantidad considerable de TRECs. Como
criterio principal, estudios anteriores, han establecido que el 70 % de los

linfocitos que expresan TCR af3 generan TRECs drec-ypJla 38 22. 26,

Al analizar las muestras de los 23 pacientes con sospecha clinica de IDP,
unicamente 4 presentaron valores de TRECs notablemente disminuidos.
El resto padecia otro tipo de IDP o enfermedad que comparte sintomas
con SCID. A partir de esta discriminacion, se hizo un diagnostico
presuntivo de los 4 pacientes con conteo bajo de TRECs (faltan estudios
moleculares). Se sospecha que dos pacientes (hermanos entre si) y el
Paciente 1 (Figura 11.3) padecen SCID ligada a X con deficiencia en la
cadena gamma comun y para el Paciente 2 de la Figura 11.3 se sospecha

una deficiencia de enzima ADA. Adicionalmente, un paciente con todos los
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sintomas de un SCID, obtuvo valores “normales” en la prueba. Una
explicacion en este caso, es que el paciente tuviera una mutacion después
del rearreglo V (D) J, es decir, una inmunodeficiencia combinada (CID);
esta IDP comparte sintomas con SCID y aunque fenotipicamente son muy
parecidos, los pacientes con CID no tienen valores bajos de TRECs 38 36,
Otra posible explicacién es un caso SCID con niveles normales de TRECs,
ya sea por defecto en los canales de calcio 2°, defectos en ZAP70 77 o
cualquier otro tipo de defecto que provogque una falta de funcionalidad

celular 29,

Después de los resultados de la prueba se debe identificar el tipo de TLC,
para lo que existen pruebas confirmatorias. En EEUU el Primary Immune
Deficiency Treatment Consortium (PIDTC) considera SCID a todos
aquellos pacientes con <300 células T autdlogas/uL de sangre y <10%
de proliferacién con mitégeno fitohemaglutinina A (PHA) 3°. El diagndstico
de los defectos al nacimiento se debe realizar en establecimientos de
atencion médica interdiciplinarias por personal médico especializado, con
base en los antecedentes, hallazgos clinicos, pruebas diagnésticas
disponibles y segun la etapa del desarrollo en que se encuentre®’. Un

ejemplo de esquemas a seguir, se muestra en la Figura 12.1.



[1ICO DE INMUNODEFICIENCIA CELULAR Y COMBINADA

3.3 Células T *
Presentes?

Si

-6. Células T de
Origen materno

No

ALGORITMO 3: DIAGNOS

3-5. Considerar
RAG1, RAG2,
ARTEMIS. ADA

3-1. Sospecha: IDP
celular o combinada:
S. humoral y celular

3-2. Presentacion clinica y
laboratorio de SCID

3-9. Considerar XSCID,
JAK3 I 7RA

3-11. Consid
defectos MHC Il

3-13 Considerar
TAP1, TAP2, ZAPTO,
TAPBP

3-12. Selectiva
disminucion
CD8

Si
3-16. Consideraron XLP, 3-14. Considerar S. Omenn
NFMO WAS ofros

(RAG1, RAG2). Puede ser SCID
indefinido o fenotipo severo CID

3-19. Dx. No establecido CD indefinido.
Considerar Inmunodeficiencia humoral severa

3-18 Evaluar el defecto
malecalar panecifien ( 3-20. Algoritmo (2) )

Figura 12.1 Algoritmo del diagndstico de SCID. Este esquema es util en el
diagndstico de SCID®? y de color verde, se sefiala el momento de la aplicacién
de la prueba de TRECs.

Sin embargo, adn con la aplicacién de la prueba, el servicio médico debe
mantenerse alerta a desordenes inmunoldgicos relacionados a SCID. Por
ejemplo, en EEUU se reportaron dos pacientes con sindrome del linfocito
desnudo no detectados por la prueba 326. Los casos mencionados en dicha
carta al editor, son de pacientes mexicanos, por lo cual se puede pensar
que la incidencia en México es mayor, especialmente en zonas donde la

consanguineidad es frecuente.



7.6 Implementacion

Estos primeros esfuerzos nos encaminan en la implementacion de la
prueba de TRECs en el tamiz neonatal mexicano, sin embargo, hay
factores que se deben considerar, se mencionaran brevemente, debido a

que su estudio en particular es suficiente para trabajos futuros.

a) Legalidad

Con el aumento mundial del interés en el tamiz neonatal y el desarrollo
de nuevas tecnologias para la extraccion facilitada de ADN, es necesario
restringir el uso de las muestras para proteger tanto al paciente como sus
datos personales. Considerando lo estipulado en la Declaracion de Helsinki
y algunas recomendaciones generales de Rothwell EW, et al.”®; respecto

al uso de muestras residuales y cuestiones de estabilidad de las muestras.

b) Costo-beneficio

Los estudios piloto deben incluir un andlisis de impacto en la salud publica
y del costo-beneficio con proyecciéon a futuro’>. En 2007 la Jeffrey Modell
Foundation estimo los gastos que genera un paciente con SCID en EE.UU.,
los cuales ascienden hasta 1, 000,000 de dolares al afio por paciente. En
este articulo se analiza a profundidad la relacién costo-beneficio de la
aplicacion rutinaria de la muestra a todo recién nacido. Por otra parte, los

costos del tratamiento permanecen sin cuantificarse en nuestro pais.

c) Trabajo pendiente
No debemos olvidar que para que un programa de tamiz neonatal sea
exitoso, requiere: (1) priorizacion gubernamental, (2) financiamiento del

gobierno, (3) aceptacion y educacion publica, (4) cooperacion e

. .
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involucramiento de expertos de la salud y (5) participacion

gubernamental en la institucionalizacién del programa’®.

Falta mucho trabajo de analisis de muestras, los resultados de este
estudio piloto no son representativos de todos los estados del pais.
Faltaria que cada estado implemente un estudio piloto, para poder
dimensionar el problema de SCID en México. Incluso asi, el problema
podria estar subvalorado, debido a que en zonas rurales no todos los

casos llegan a las unidades de salud correspondientes.

Se sabe que el registro de la incidencia de SCID en Meéxico esta
subestimado por los siguientes factores: (1) falta de conocimientos de la
etiopatologia, (2) falta de registros, (3) pocos centros de referenciay (4)

muertes antes del diagndéstico.
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8. CONCLUSIONES

El ensayo multiplex de TRECs tiene validez clinica para multiples formas
de SCID y algunas TCLs. Los resultados obtenidos mediante la prueba de
TRECs son evidencia cientifica de apoyo para el diagndéstico, aportando
evidencia cientifica de manera confiable y representando una gran

herramienta en medicina preventiva.

La aplicaciéon constante de las medidas de control de calidad, aseguran

que los resultados sean confiables.

El tamizaje mediante el ensayo de TRECs ayudara a disminuir los costos
ocasionados por SCID, que si bien no han sido cuantificados aun, se
pueden reducir mediante la aplicaciéon de estudios mas especificos y de

mayor costo Unicamente a los pacientes positivos a la prueba.

La integracion de los resultados de la prueba de TRECs con la historia
clinica del paciente ayudan a realizar un diagndstico oportuno y en
consecuencia, al recibir tratamiento, se podra reducir la mortalidad y

morbilidad causadas por SCID en México.

Es injustificable que sigan muriendo nifios mexicanos por falta del
tamizaje de SCID, siendo que existen multiples opciones terapéuticas

para estos pacientes.

Con trabajos posteriores, podremos encontrar la verdadera incidencia por

SCID en México, asi como el valor de referencia para poblacién mexicana.

P, .
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