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INTRODUCCION

Las inmunodeficiencias primarias (IDPs) son un grupo heterogéneo de enfermedades
hereditarias, generalmente se consideran como raras, pero la frecuencia real se desconoce,
algunas estimaciones van desde 1 en 10 000 a un méaximo de 1 en 1 200. La mas grave de
estas es la inmunodeficiencia combinada grave (SCID, de sus siglas en inglés Severe
combined immunodeficiency), un grupo heterogéneo de enfermedades que se caracterizan
por falta de respuesta inmune mediada por linfocitos T que afecta la respuesta celular como
la humoral. La patogénesis de las SCID refleja mecanismos distintos que afectar a varios
pasos en el desarrollo de linfocitos T y se caracteriza por la falta de estos provocando un

aumento en la susceptibilidad a las infecciones oportunistas que amenazan la vida.

Las manifestaciones clinicas de SCID se presentan en los primeros meses, generalmente
con infecciones de repeticion, retraso en en crecimiento o aparente intolerancia de

alimentos.

Se han identificado numerosos defectos genéticos que permiten el desarrollo de linfocitos
T, lo que da como resultado que algunos pacientes con manifestaciones clinicas de SCID
presenten nimeros residuales, normales o incluso elevados de linfocitos T, pero su funcion
se ve afectada en pasos proximal o distal en la sefializacion intracelular, estos dan como
resultado Inmunodeficiencia Combinada (CID de sus siglas en inglés combined
immunodeficiency) en este padecimiento los nifios presentan mas de 500 linfocitos/pl , lo
que complica su diagnoéstico. En este trabajo se estudia la funcién de estos linfocitos asi
como las subpoblaciones linfocitaras, estos correlacionados con la historia clinica de los

pacientes ayudan a orientar el diagnostico de CID.

El diagnostico temprano de CID y SCID, ayuda a dar un tratamiento oportuno, iniciar
profilaxis antimicrobiana, en caso de cursar con procesos infecciosos tratarlos con
antibioticos de amplio espectro, mantenerlos en aislamiento para disminuir el contagio,
transfundir en caso de que sea necesario productos exclusivamente radiados, dar

gammaglobulina de reemplazo; lo cual podria disminuir la presentacion clinica.

\



El tratamiento definitivo para estas enfermedades es el trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas y se pronostican mejores resultados en este, si se realiza en los primeros

meses de vida, por lo cual es importante realizar un diagnostico temprano.

Vil



1. MARCO TEORICO

1.1 Generalidades de linfocitos

Los linfocitos T (LT), son las células centrales de la inmunidad adaptativa y son los
responsables de sus propiedades caracteristicas de diversidad, especificidad y memoria, se
generan en la médula 6sea, pero a diferencia de los linfocitos B, que maduran dentro de
ésta, los LT migran al timo para madurar. Son los encargados de la inmunidad celular, ésta
elimina patdgenos intracelulares, como virus o micobacterias que al estar en el interior de
los fagocitos no pueden ser atacados por los anticuerpos, también elimina células propias
neoplésicas o infectadas por virus u organismos intracelulares para suprimir los reservorios

de la infeccién.

Tyd

Thi7 Thl Th2 T reguladores

Figura 1. Poblaciones linfocitarias. El diagrama ilustra algunas de las subpolaciones
linfocitarias. CD45'RA corresponde a los linfocitos naive y CD45'RA a los linfocitos
de memoria.




Constan de poblaciones con funciones diferentes (Figura 1), entre ellos los LT
cooperadores (TH) (CD4") y los LT citotoxicos o citoliticos (CTL) (CD8") (Abbas, 2012).

Los LT maduros expresan en su membrana una molécula de reconocimiento a antigeno
Unica, denominada receptor de célula T (TCR, del inglés T-cell receptor), se conocen dos
tipos de estos receptores dependiendo de las cadenas que lo conforman: TCRap y TCRYyS,
la mayoria de los LT presentes en 6rganos linfoides expresan el TCRaf3, mientras que los
LT yd se encuentran en las puertas de entrada en el organismo como epitelios de superficies

mucosas Yy piel (De la Hera, 2000).

1.2 Tap

El TCR es un heterodimero que consta de dos cadenas polipeptidicas transmembranarias,
una o y otra B, unidas entre si de forma covalente por un enlace disulfuro. Cada cadena of8
del TCR consta de un dominio constante (C) y un dominio variable (V) N terminal, este
ultimo contiene aminoacidos que forman regiones determinantes de la complementariedad
(CDR, del inglés complementarity determining regions) encargados de reconocer cadenas
peptidicas unidos a moléculas presentadoras. Posee una region transmembranaria hidréfoba
y una region citoplasmica corta (Figura 2). En el dominio constante se encuentra la
secuencia conectora y debajo de esta una region transmembranal que fija cada cadena en la
membrana plasmatica y que tienen la caracteristica inusual de la presencia de aminoacidos
con carga positiva, incluidas una lisina (en la cadena o), 0 una lisina y una arginina (en la
cadena B), esto les permite interactuar con aminoacidos con carga negativa presentes en las
porciones transmembranarias de otros polipéptidos (los del complejo CD3 y ¢) que forman
parte del complejo TCR. Después se encuentran unas colas citoplasmicas cortas de 5 a 12
amino&cidos en el extremo carboxilo terminal (Kindt, 2007; Abbas, 2012).

Estas colas citoplasmicas son muy pequefias para transmitir sefiales, por lo cual se requiere
de la molécula accesoria CD3 para asociarse al TCR, este complejo de membrana TCR-
CD3 es capaz de transmitir sefiales al complejo receptor para el antigeno. Las proteinas
CD3 son necesarias no solo para la transmision de sefiales en los LT, sino para la expresién

en la superficie de estos del complejo receptor funcional completo.



La molécula CD3 es un complejo de cinco cadenas polipeptidicas invariantes que se
relacionan para formar tres dimeros: un heterodimero de cadenas yy & (yg), un
heterodimero de cadenas 6y € (d¢), y un homodimero de dos cadenas ¢ (£). Cada
complejo TCR contiene estos 3 heterodimeros unido por enlaces disulfuro (Kindt, 2007;
Abbas, 2012).

TCR
o b
£ 0
MEMBRANA iy
PLASMATICA i '
[] PRS L |
[| ITAM J L
|
PUENTE i B
DISULFURO £l
CD3

Figura 2. Estructura del TCR (Risuefio y Alarcén, 2007).

Las colas citoplasmicas de las cadenas CD3 contienen un elemento llamado motivo de
activacion de inmunorreceptor basado en tirosina (ITAM de inglés Immuno-receptor
Tyrosine Activation Motif). Los ITAM son motivos de secuencia recurrentes que se
encuentran en muchas proteinas emisoras de sefiales dentro del sistema inmunitario, que
contienen tirosinas que quedan fosforiladas después de transduccion de sefial por medio del
receptor asociado. La fosforilacion de residuos de ITAM-tirosina a continuacion permite el
acoplamiento de moléculas adaptadoras, lo que facilita el inicio de la cascada de

sefializacion. En CD3, cada cadena y, 8 y € contiene una sola copia de ITAM, en tanto que

las cadenas C incluyen tres copias (Kindt, 2007; Abbas, 2012).



A diferencia de los anticuerpos unidos a membrana en los linfocitos B, que reconocen
antigenos libres, la mayoria de los TCR Unicamente puede identificar antigenos que ha sido
procesados y unidos a proteinas de membrana celular llamadas moléculas del Complejo
Principal de Histocompatibilidad (MHC, del inglés major histocompatibility complex).
Cuando un LT virgen reconoce un antigeno asociado con una molécula MHC en una célula,

prolifera y se diferencia en LT de memoria y varios LT efectores.

Las moléculas del MHC son glucoproteinas polimorficas de membrana que funcionan
como moléculas presentadoras de antigeno, forman complejos con péptidos antigénicos, los
cuales se exhiben en la superficie celular para ser reconocidas por los LT. Las MHC se
dividen en dos grupos: clésicas y no clasicas. Las MHC clésicas se dividen en: moléculas
MHC clase I, que casi todas las células nucleadas de las especies de vertebrados expresan,
y moléculas MHC clase |1, que sélo se expresan en las Células Presentadoras de Antigeno
(APC, del inglés antigen-presenting cells) estas son macrofagos, células dendriticas,
endoteliales y linfocitos B (L6opez, 2005).

1.3 Estructura y funcién de las moléculas de MHC

MHC de clase I. Las moléculas de clase | estan compuestas de dos cadenas polipeptidicas
separadas, una cadena o Yy otra cadena B. Las tres cuartas partes de cada cadena o se
encuentran en la region extracelular, incluyendo el extremo aminoterminal, un segmento
corto que atraviesa la membrana y el restante, que incluye el extremo carboxiterminal, se
interna en el citoplasma. La region de unién al péptido es la mas importante dentro de la
estructura de la molécula, estd compuesta por aproximadamente 180 aminoacidos de la
cadena a divididos en dos segmentos simétricos al y a2 de 90 residuos cada uno. Estos
segmentos forman una plataforma de ocho hojas planas B que soportan dos cadenas
a hélices. Las dos cadenas o hélices forman las paredes de una hendidura cuyo piso esta
formado por las hojas planas 3, es en este segmento donde se une el péptido (Figura 3). Las
moléculas de clase | unen péptidos de proteinas intracelulares procesadas en el citoplasma
de las CPA por estructuras llamadas proteosomas, el acoplamiento del péptido ocurre en el

reticulo endoplasmico; una vez formado el complejo péptido-molécula clase I, se transporta



a la membrana celular. Las moléculas de clase | presentan proteinas enddgenas a los LT
CDS8".

Class | MHC

Disulfide bond -----

Ig domain E

Abbas et al: Cellular and Molecular Inmunology, 7e.
Copyright © 2012, 2007, 2005, 2003, 2000, 1997, 1994, 1991 by Saunders, an imprint of Elsevier Inc.

Figura 3. Estructura de MHC-I (Abbas, 2012).

Moléculas clase 11

La molécula de clase 1l estd formada por dos cadenas polipeptidicas diferentes que estan
asociadas no covalentemente. Existe una cadena o de 32 a 34 kD y una 3 de 29 a 32 kD. Se
divide estructuralmente en una region extracelular y otra intracelular. La regién extracelular
se divide en segmentos de 90 aminoéacidos, al, a2, 1, 2. A diferencia de la clase I, la
zona de union al péptido estd formada por ambas cadenas, segmentos al y PB1,
respectivamente (Figura 4). Estas cadenas forman la hendidura, al igual que en la molécula
clase I, los residuos mas polimorficos se concentran en esta area (Lopez, 2005).



Las moléculas de clase Il presentan péptidos de proteinas extracelulares a los LT CD4", los
patogemos exodgenos son endocitadas por las APC, procesadas en los lisosomas para
obtener el péptido y acoplarlo dentro de dicha vesicula, a la molécula clase Il previamente
formada en el reticulo endoplasmico, el péptido debe tener un tamafio menor a 25
aminoacidos (Sanz, 2013; Vega Robledo, 2009).
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Figurad. Estructura de MHC-I11 (Abbas, 2012).

Una vez que la célula TH reconoce un complejo de antigeno y molécula MHC clase Il e
interacta con él, se activa: experimenta una transformacién metabdlica y comienza a
secretar diversas citocinas. Las citocinas secretadas tienen una funcion importante en la
activacion de células B, LT, macrofagos y varios tipos celulares mas que intervienen en la
inmunoreaccién. Las diferencias en los tipos de citocinas producidas por células TH

activadas tienen como resultado diferentes patrones de inmunorreaccién (Kindt, 2007).



1.4 Sefales de activacion linfocitaria

Este proceso implica no solo la interaccion dindmica de multiples moléculas de membrana
presentes en las CPA y los linfocitos, sino también la transmision intracelular de sefales
independientes que le permitan a los linfocitos virgenes activarse, proliferar y diferenciarse

en linfocitos efectores y de memoria (Fernandez, 2006).

Las sefiales que conducen a la activacion de las células T se producen en una estructura de
caracter sindptico entre la célula T respondedora y las APC, el TCR y su ligando antigeno-
MHC estan en una posicion central entre estas, mientras las moléculas de adhesion celular
ICAM-1, integrinas y otras moléculas que establecen contactos intercelulares de forma
antigeno- independiente forman un anillo que circunda el disco central donde se produce la

reaccion inmunolégicamente especifica.

En una etapa inicial, las células migran y son atraidas hacia el lugar de lesion por
quimiocinas. En una segunda etapa, las células T se adhieren de forma antigeno
inespecifica a las APC, empleando moléculas de adhesion intercelular. En esta etapa, sin
saber si expresan el complejo antigeno-MHC especifico de su TCR, “rastrean” la superficie
celular para comprobar si se expresa dicho ligando. Las uniones celulares son en esta fase
muy dindmicas; Yy si, no hay reconocimiento especifico, la célula T se despega rapidamente
de esa célula para “reciclarse” y comenzar el rastreo de otra célula diana potencial, y otra

secuencialmente.

Esta funcién de adhesion reversible se suspende si la célula encuentra un ligando especifico
para su TCR. Entonces la sefializacién del TCR/CD3 provoca un cambio del patron de
adhesion de integrinas como LFA-1, que aumentan su afinidad por la célula diana en un
proceso llamado sefializacion de dentro-hacia-afuera (in-outsignal) al modificar la sefal
intracelular del TCR/CD3 la conformacion del dominio extracelular de la integrina (De la
Hera, 2000).

El reconocimiento del antigeno por parte del TCR inicia una secuencia de sefiales

bioquimicas que estimulan la transcripcion de genes que estan silentes en los LT virgenes y



cuyos productos intervienen en las respuestas funcionales de los LT activados. El
reconocimiento del antigeno por parte del TCR induce el movimiento coordinado de varias
moléculas de sefalizacion de los LT (proteinas del CD3 y cadenas ¢, que son parte del
complejo del TCR, CD4" o CD8", enzimas y proteinas adaptadoras) hacia el lugar donde se
produce el contacto entre el LT y la CPA (Figura 5). Este lugar de contacto se denomina

“sinapsis inmunoldgica” (SI).

Célula Ty Célula presentadora de antigeno
Antigeno \/.
Péptido
CD2 — (_LFA-3

LFA-1 gm\%&l 0000 f~ICAM-1
=

P56k
CD4
CD45R

CD28

Figura 5. Sinapsis inmunoldgica (Kindt, 2007).

La unién del TCR al complejo péptido-MHC permite la unién de CD4" o CD8" a una
region no polimorfica de la molécula MHC clase | o 11, respectivamente, esta es la primera
sefial. La segunda sefial es independiente del receptor antigénico, procede de moléculas de
membrana presentes en las APCs denominadas coestimuladoras y cuyos ligandos se

encuentran en la membrana de los linfocitos (Fernandez, 2006).



Estas interacciones inducen la activacion de sefiales interna generadas por multiples
mecanismos (generalmente fosforilacion y desfosforilacion), a través de 3 vias principales:
PLC, PKC y via de las MAP cinasas.

1.4.1 Vias de activacion

1.4.1.1 Via Ras/ MAP cinasa

Las proteinas ligadoras del nucle6tido guanina (proteina G) son activadas por el
reconocimiento de antigeno, Ras es una de estas proteinas, al estar inactiva la zona ligadora
del nucleodtido guanina estd ocupada por difosfato de guanosina (GDP) y al activarse es
sustituido por trifosfato de guanosina (GTP), para que esta se active se requiere que de
ZAPT70 que fosforila a LAT y en esta se acopla el dominio SH2 de Grb-2, unidos reclutan el
factor de intercambio de GTP/GDP de Ras, llamado SOS, gracias a este se genera Ras-
GTP, y este activa la cascada de las proteinas activadas por mitdgenos MAP cinasas (del
inglés Mitogen Activated Protein Kinase). Ras-GTP activa la cinasa c-Raf, y estd a una
cinasa de especificidad dual que fosforila una cinasa activada por el receptor extracelular
activado (ERK), al estar activada ingresa al nucleo y fosforila una proteina llamada EIk, y
Elk fosforilada estimula la transcripcion de c-Fos, un componente del factor de

transcripcion de la proteina de activacion 1 (AP-1).

Paralelo a la activacion de Ras, también se ativa una proteina de intercambio GTP/GDP
Ilamada Vav, que actla sobre la proteina G, Rac. Rac-GTP activa una cinasa de la porcion
amino terminal de c-Jun (JNK, del inglés c- Jun N-terminal kinase), esta fosforila c-Jun, el
segundo componente de AP-1, este es esencial para la activacion de las células T y regula
la transcripcion de IL2 (Figura 6).

Un tercer miembro de la familia de las Map cinasas es, p38, que también activa Rac-GTP y

a su vez varios factores de transcripcion (Kindt, 2007).
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Figura 6.Via Ras/MAP cinasa (Kindt, 2007).



1.4.1.2La via de la Fosfolipasa C (PLC)

La sinapsis inducen la activacion de la Lck (tirosina cinasa asociada a los extremos
citoplasmaticos de CD4" y CD8"), la cual fosforila a las tirosinas de los ITAM de CD3 y
las cadenas C. Las tirosinas fosforiladas de las cadenas  se convierten en sitios de anclaje
para ZAP70 (tirosina cinasa asociada a las cadenas zeta). A su vez, la ZAP70 activada de
este modo por Lck cataliza la fosforilacion de varias moléculas adaptadoras como LAT.
LAT fosforilada recluta la isoforma y1 de la enzima fosfolipasa C (PLCy1), la union LAT
fosforilada-PLCy1 asegura que la PLCyl se localice a la membrana celular, donde es
activada por fosforilacion de ZAP70 y otras cinasas como Itk. La PLCyl fosforilada
cataliza la hidrolisis del fosfolipido de membrana, fosfatidil inositol bifosfato (Phosphatidyl
Inositol bis-Phosphate (PIP2)), generando dos productos, fosfatidil inositol trifosfato
(Phosphatidyl Inositol tris-Phosphate [PIP3]) y diacelglicerol (DAG), estos activan 2 vias
de transmision de sefiales (Fernandez, 2006; Abbas, 2012).

Vias de transmision de sefiales mediadas por calcio

El IP3 difunde hacia el reticulo endoplasmico (RE), donde interactla con su receptor, un
canal de calcio, lo que induce la liberacion de iones calcio (Ca’*) almacenados en la
membrana. Esto provoca un aumento de Ca* en el citoplasma y la perdida de este en el
reticulo endoplasmico, esta es detectada por STIM una proteina del RE, la cual activa un
canal ionico en la membrana plasmaética Ilamado canal de calcio activado por la liberacion
de (CRAC del inglés calcium realease-activated calcium), un componente clave de este
canal es la proteina Orai (Figura 7). Como resultado de la activacion del canal, entrada
calcio extacelular (Kindt, 2007; Abbas, 2012).

El calcio libre citosélico forma un complejo con la calmodulina y dicho complejo
Ca?*/calmodulina induce la activacién de varias enzimas, incluida una serina/treonina
fosfatasa denominada calcineurina. Esta enzima elimina grupos fosfato del factor de
transcripcion citoplasmico (NFAT) y descubre una regioén que permite su translocacion
hacia el nucleo. En el nucleo, NFAT estimula la transcripcion de los genes de IL2 e IL4,

entre otros (Fernandez, 2006).
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Figura 7.Via de sefiales mediadas por calcio (I1zquierdo, 2014).

1.4.1.3 PKC

La produccion de DAG por PLC da por resultado la activacion de cinasa de proteina C
(PKC). Esto transpone la PKC a balsas lipidicas, donde la enzima inicia una cascada de
sucesos cuya finalidad es la activacion de factores de transcripcion heterodiméricos NF-kf3,
en las células en reposo, heterodimeros de NF-kf son mantenidos en el citoplasma
mediante union a la proteina Inhibidor de NF-xf (k). La activacién celular induce la
fosforilacion de estas proteinas inhibidoras mediante un complejo de Ik cinasa (IKK). La
proteina Ik fosforilada a continuacion es establecida como objetivo para degradacion
proteosomal, lo que libera el NF-k3 para que entre al ndcleo y se una a los promotores de

una amplia gama de genes importantes desde el punto de vista inmunitario.

NF-kf3 es importante en el control de la transcripcion de proteinas necesarias para el
funcionamiento apropiado de muchos tipos de células de los sistemas inmunitarios innato y
adaptativo; en general, la transcripcion mediada por NF- k3 estd asociada con eventos

proinflamatorios y de activacion, méas que con procesos reguladores.
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Figura 8. Vias de activacion de Linfocito (Abbas, 2012).

La activacion de estas vias de sefializacién contribuye a la expresion de diferentes genes
que codifican proteinas necesarias para la expansién clonal (Figura 8), la diferenciacién y
las funciones efectoras de los LT, pero para la activacion completa de los mismos son

necesarias las sefiales coestimuladoras (Fernandez, 2006; Kindt, 2007).

1.4.2 Moléculas coestimuladoras
La coestimulacion es la modificacidn del proceso de activacion de la célula T a partir de la
interaccion de receptores expresados en las células T con sus ligandos expresados en las

membranas de las células dendriticas u otras APC (Saavedra, 2013).
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Los linfocitos que carecen de esta sefial cuando se encuentran con su antigeno ingresan en
un estado de anergia 0 mueren por apoptosis. Las sefiales coestimuladoras son emitidas
principalmente por las interaccionesentre el receptor CD28" que se encuentra en la
superficie de los LT y sus ligandos B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86) expresados por las CPA,
con el fin de potenciar las respuestas de los LT frente a los antigenos, entre ellas, las
sefiales de supervivencia y proliferacion celular, la sintesis de citocinas, que permiten la
cooperacion célula—célula y la diferenciacion de los linfocitos virgenes en linfocitos

efectores y de memoria.

Una variedad de mutaciones que afectan a la funcion y el desarrollo de la respuesta inmune

dan como resultado una inmunodeficiencia.

1.5 INMUNODEFICIENCIAS

Las inmunodeficiencias primarias (IDPs) son un grupo heterogéneo de enfermedades
hereditarias que comprenden alteraciones en el desarrollo, funcion o ambos, del sistema
inmunitario, estas son causadas por mas de 200 trastornos genéticos diferentes que afectan
la funcion del sistema inmune y dan lugar a mayor susceptibilidad a infecciones, cancer y

procesos de autoinmunidad (Notarangelo, 2013; Coria, 2010).

La mayoria de los casos las IDPs son monogénicas es decir, siguen una herencia
mendeliana simple; sin embargo pueden tener un origen poligénico mas complejo. La
penetrancia de la enfermedad y la variabilidad de expresion dependerd de las interacciones
entre factores genéticos y ambientales lo cual contribuye a la diversidad fenotipica de las
IDPs.

Generalmente las IDPs se consideran como raras, pero la evidencia indica que son mas
comunes de lo que se estimaba, se cree que del 70 % al 90 % de las IDPs permanecen
subdiagnosticadas (Leiva, 2011). Por lo tanto la frecuencia real de IDPs se desconoce, pero
algunas estimaciones van desde 1 en 10 000 a un méaximo de len 1200 (Condino-Neto,
2011), observandose una tasa mucho mas alta entre las poblaciones con altos indices de

consanguinidad y entre poblaciones genéticamente aisladas (Notarangelo, 2010).
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Las IDPs mas comunes son las implicadas en deficiencias de anticuerpos, la mayoria de los
casos restantes son causados principalmente por defectos fagociticos e inmunodeficiencia
combinada (Condino-Neto, 2011).

El diagnostico precoz y el tratamiento adecuado son esenciales para el mejor pronostico y
la calidad de vida en pacientes con IDPs. Desafortunadamente este se retrasa debido a la
variabilidad de sus manifestaciones clinicas o a la falta de conciencia acerca de estos

trastornos, entre otras causas (Leiva, 2011).

La Union Internacional de Sociedades de Inmunologia (IUIS) clasifica las
inmunodeficiencias primarias en nueve grupos de acuerdo al componente del sistema

inmunoldgico involucrado (Picard, 2015):

1.-Inmunodeficiencias que afectan a la inmunidad celular y humoral

2.- Inmunodeficiencias combinadas con caracteristicas asociadas o sindrémicas
3.- Deficiencias predominantemente anticuerpos

4.- Enfermedades de desregulacion inmune

5.- Defectos congénitos del numero de fagocitos, funcion, o ambos

6.- Defectosde Inmunidad Innata

7.- Trastornos autoinflamatorios

8.- Deficiencias del complemento

9.- Fenocopias de PID

Todas estas formas se caracterizan por el aumento de la susceptibilidad a infecciones
recurrentes, infecciones graves o ambos, con susceptibilidad distintiva a diversos tipos de
patdgenos en funcién de la naturaleza del defecto inmune. Ademas, algunas formas de IDPs
se presentan con desregulacion inmune, y otros (sindromes de inmunodeficiencia) tienen un
fenotipo mas complejo en el que la inmunodeficiencia es sélo una de maltiples

componentes del fenotipo de la enfermedad (Notarangelo, 2010).
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1.6 Inmunodeficiencia combinada grave

La inmunodeficiencia combinada grave (SCID, de sus siglas en inglés Severe combined
immunodeficiency) es un grupo heterogéneo de enfermedades que se caracterizan por falta
de respuesta inmune mediada por LT que afecta tanto a la respuesta celular como la
humoral. SCID fue identificado en 1950 y fue reconocido inmediatamente como la forma

mas grave de IDP en los seres humanos (Notarangelo, 2013).

Se debe a mutaciones en genes que participan en el desarrollo y funcion de los linfocitos.
La enfermedad es siempre mortal, por lo que el diagndstico precoz es esencial (Hernandez,
2014).

Se han descrito masde 20 diferentes defectos moleculares que pueden dar como resultado el
sindrome clinico de SCID. Estos incluyen defectos en los genes implicados en la
reorganizacion de genes del receptor de antigeno (RAG1, RAG2, DCLRE1C, PRKDC,
LIG4), en la sefializacion del receptor de células T (CD38, ¢, v, £, CD45, ZAP70, ORAIL,
STIML), en la diferenciacion de células T (IL2RG, IL7R, JAK3, ADA, PNP, AK2), y en el
desarrollo y salida del timo de las células T (formas raras de microdelecion 22qg11
sindrome, FOXN1, CORO1A) (Felgentreff, 2011). La patogénesis de las SCID refleja

mecanismos distintos que afectar a varios pasos en el desarrollo de células T (Figura 9).

Las SCID tienen una prevalencia de aproximadamente 1 en 50 000 nacidos vivos y son mas
comun en los varones, lo que refleja la sobrerrepresentacion de SCID ligada al cromosoma
X (SCIDX1), la forma mas comun de SCID en humanos (Notarangelo, 2010).

La Sociedad Latinoamericana de Immunodeficiencias (LASID) inici6 el registro de los
pacientes con inmunodeficiencias primarias en linea desde 2009, para abril de 2016, se
reportaron 6 518 casos de inmunodeficiencias primarias en Latinoamérica, siendo 476
inmunodeficiencias combinadas, de estas: 182 son casos de SCID y el resto son CID
(Figura 10). De los 6518 casos 1231 casos fueron mexicanos, 356 fueron reportados por el
Instituto Nacional de Pediatria (LASID, 2016).
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MAGTI1

Figura 9. Moléculas cuyas mutaciones se han asociado con defecto parcial del
desarrollo de las células T y la funcion de los LT. Se indican en azul. (Notarangelo,
2010).
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Figura 10. Grafica de la incidencia de Inmunodeficiencias combinadas en
Latinoameérica. Podemos observar que las CID superan en numero a las SCID, pese
a estar subdiagnosticadas.
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La SCID se caracteriza por la falta de LT circulantes, esto representa el aumento de la
susceptibilidad a las infecciones virales y oportunistas que amenazan la vida. La
produccion de anticuerpos especificos (inmunidad humoral) también est4 afectada, debido a
defectos en los linfocitos B circulantes (si es que los hay) o a la falta de LT cooperadores,

lo que provoca susceptibilidad a infecciones bacterianas.

Los nifios que padecen SCID, por lo general, presentan dentro de los primeros meses de la
vida, infecciones recurrentes de origen bacteriano, viral, o de hongos en las vias
respiratorias o sistema gastrointestinal, asi como retraso en el desarrollo y, a veces, la

intolerancia aparente de alimentos.

La neumonia causada por Pneumocystis jiroveci es comun; asi como enfermedad pulmonar
intersticial debido a citomegalovirus (CMV), adenovirus, virus respiratorio sincitial, o virus
tipo parainfluenza. Muchos nifios con SCID tienen diarrea cronica, lo que lleva al retraso en
el desarrollo. La diarrea cronica viral conduce a atrofia de las vellosidades, mala absorcion,

dando como resultado desnutricion.

Las infecciones bacterianas son menos comunes debido a la presencia de 1gG materna en
los primeros meses de vida. Sin embargo, la otitis media prolongada y las infecciones
bacterianas invasivas, como la septicemia por Staphylococcus y neumonia, se producen y
pueden responder mal al tratamiento adecuado. Los pacientes también presentan

infecciones oportunistas, como la neumonia por Pneumocystis jirovecii.

Las infecciones fangicas invasivas graves son poco frecuente, pero a menudo mortal, una

amplia candidiasis mucocutanea persistente es coman.
Organismos de las vacunas atenuadas, tales como el virus de la vacuna oral contra

rotavirus, la varicela y el bacilo de Calmette-Guérin (BCG), puede causar enfermedades

graves e incluso mortales.
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Los nifios con SCID también pueden sufrir de la enfermedad de injerto contra hospedero
(GVHD), ya que carecen de la capacidad de rechazar tejido extrafio. La GVHD puede ser el
resultado de LT maternos alorreactivos que se cruzan en la circulacion fetal en el Gtero, en
el caso de transfundidos se debe a la aplicacion de derivados sanguineos no irradiados (Van
Der Burg, 2011).

Las SCID se clasifican de acuerdo con el inmunofenotipo y se clasifican en SCID con
ausencia de LT, pero la presencia de linfocitos B (SCID T"B*) o SCID con ausencia de
ambos LT y B (SCID T B’). Los dos grupos principales de SCID incluyen formas con o sin
linfocitos natural killer (SCID T"B* NK* 0 SCID T" B" NK)).

Tabla 1. Tipos de SCID con fenotipo T'B* (Picard, 2015)
Caracteristicas

Deficiencia Defecto genético Herencia Ig ;
asociadas
Mutacién de IL2Ry. o
Defecto en la cadena y de v frn Y2 BsullnTlely
yC ¥ XL | Disminucién | notable de las
receptores para IL2, 1L4, células NK
IL7, 1L9, IL15, IL21. '
Mutaciéon de JAK3 Disminucién
Jak3 Defecto en la activacion de AR Disminucion |notable de las
Janus quinasa 3. células NK.
Mutacién de IL7Ra.. ,
IL7Ra Defecto en la cadena a del AR Disminucién Células NK
normales
receptor de IL7
Mutacion de PTPRC. oo |CélulasTy/d
CD45 Defecto en CD45. AR Disminucion normales.
Mutacién de CD3D. Células NK
CD36/ CD3¢/ | Defecto en _CD36, cadena AR Disminucién | normales No hay
CD3(¢ del complejo receptor de células T v/ §
antigeno de células T. Y
Mutacién de CORO1A. Timo detectable,
Coronin 1-A |Defecto en la salida del timo AR Disminuciéon |Asociada con el
de LT y su locomocion. EBV.
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Deficiencia

RAG 1/2
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DNA PKcs

Cernunos

DNA
v

AK?2

ADA

ligasa

Tabla 2. Tipos de SCID con fenotipo T'B™ (Picard, 2015)

Defecto genético

Mutacion de RAG1y 2.

Recombinacion VDJ defectuosa.

Defecto de la activacion de
genes (RAG) 1y 2.
Mutacion de Artemis.

Recombinacion VDJ defectuosa.

Defectos en la proteina
recombinasa Artemis de
reparacion del DNA.

Mutacion de PRKDC.

Recombinacion VDJ defectuosa.

Defecto en PKcs de DNA.

Mutacion de Cernunnos.

Recombinacion VDJ defectuosa.

Defecto en Cernunnos.

Mutacion de L1G4.

Recombinacion VDJ defectuosa.

Defecto en DNA ligasa IV.

Mutacién de AK2
Maduracion defectuosa de
células linfoides y mieloides
(defecto de células madre).
Defecto en la mitocondria
adenilato quinasa 2.

Mutacion de ADA
Actividad de ADA ausente.
Elevados metabolitos tdxicos.
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Herencia

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

Ig

Dismi-
nucion

Dismi-
nucion

Variable

Dismi-
nucién

Dismi-
nucion

Dismi-
nucion

Dismi-
nucion
progre-
siva

Caracteristicas
asociadas

Sensibilidad a la
radiacion.

Sensibilidad a la
radiacion,
microcefalia, defectos
en el desarrollo,
autoinmunidad y
granuloma.
Sensibilidad a la
radiacion,
microcefalia 'y
defectos en el
desarrollo.
Sensibilidad a la
radiacion,
microcefalia y
defectos en el
desarrollo.

Granulocitopenia 'y
sordera.

Disminucidén de NK, a
menudo con
costocondritis,
discapacidad
auditiva,
manifestaciones en
pulmén e higado.

La deficiencia parcial
de ADA puede llevar
a presentaciones mas
suaves.



Tabla 3. Inmunodeficiencias combinadas generalmente menos profundas que la inmunodeficiencia combinada grave (Picard, 2015)

Def;;:allen- Defecto genético Hg;n- Linfocitos T | Linfocitos B Ig Caracteristicas asociadas
Mutaciones en DOCK?2, esta se requiere para la Disminuido Disminuido/ | Numero normal de NK con funcién
activacion de RACL, la polimerizacion de Mala respuésta Normal. defectuosa.

DOCK?2 |actina, la proliferacion de células T, inducida AR PHA Normal Pobres Deterioro de la respuesta de interferon
por quimiocinas, la migracién de linfocitos y la TRECS bajos respuestas a en células hematopoyético y no
desgranulacion de las células NK. ' anticuerpos. hematopoyéticas.

Mutacién de CD40LG, defectos en CD40 Normal; pero ;ESLQM y IgM aumenta

CDA0L ligando (CD40L; también llamado TNF SF5 o XL |con oresentes o normal, Neutropenia, trombocitopenia, anemia
CD154) causa defectos en el cambio de isotipo disminucion otros isotipos otros is6tipos | hemolitica e infecciones oportunistas.
y deterioro en la sefializacion. progresiva. disminuyen.

ausentes.
-
La mutacion de CD40 (también LB I+gM y IgM .
llamadoTNFRSF 5) causa defectos en el gD aumentada o Ne”“‘?pe”'?' enfermedg des

CD40 cambio de isotipo y alteracion en la AR | Normal presentes, pqrr_nal, otros gfas_trom_testlngles, de hlgad(_) o tracto

sefializacion de células dendriticas otros is6tipos | isotipos biliar e infecciones oportunistas.
' ausentes. disminuyen.
Normal, pero
Mutacion de CD3G. Defecto en el componente con expresion
CD3y CD3y del TCR. AR reducida del Normal Normal
TCR.
Mutacién de CD8a. Defectos en la cadena Ausente CD8"

CD8 a del CD8, importante para la maduracion y AR | Células CD4". |Normal Normal
funcion de células T CD8". normales

ZAPT0 Id_:tgr]iuot?: Ilgnsgr”?all?zg::?gi na intracelular ZAP70 AR (I;)(;sggrgicmn Normal Normal Autoinmunidad en algunos casos.

(I;);sggrgicmn Autoin_muni_dad en algunos casos,
colulas éD4 yafscul_ltls; plt_)dermla gangrenoso,
. : infecciones sinopulmonares,

MHC-I Ez;stLéchl;): Zsugnerai%jﬁsiézﬁgrgseo AR Qgrr)rr:ilii’)sr; Normal Normal cutneagranuloma, hipoproteinemia.

' ' ausente de Expresion ausente de B2 asociadas con
MHC-1 en MHC-I, deﬂmeqte CDlay CD1b,
linfocitos. CDlc en f2m células.
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Deficien-

cia Defecto genético Herencia Linfocitos T Linfocitos B Ig Caracteristicas asociadas

MHC-11 |Mutacion en factores de transcripcion AR Disminucion de Normal Normal o Retraso del crecimiento, diarrea,

de MHC-II. Ccbh4* disminuidos | infecciones respiratorias, enfermedad
Ausente expresion de de la via hepético/biliar.
MHC-I11 en
Linfocitos.

ITK Las mutaciones en ITK que codifican AR Disminucion Normal Normal o EBV, asociado a linfoproliferacion de
IL2 inducible de células T requieren progresiva disminuidos | células B, Linfoma.
quinas a para la activacion mediada
por TCR.

MAGT21 |Mutaciones en MCT1, deterioro del XL Disminucién de Normal Normal Infeccion por EBV, linfoma;
flujo de Mg®* que conduce al dafio en CD4", disminucion infecciones virales, respiratorias y
la sefializacion. de la proliferacion en gastrointestinales.

respuesta a CD3.

DOCKS8 |Mutaciones en la codificacion de AR Disminucion de LT, |Disminucién; |IgM bajo, La disminucién de las células NK con
DOCKS, un regulador intracelular en proliferacion de LB de aumento de alteracion de funcion, hipereosinofilia,
la reorganizacion de la actina. alterada; deficiencia |memoria IgE. infecciones recurrentes; grave atopia

de TRECs y funcion |CD27 ™. cutanea, infecciones virales y

pobre. estafilococicas, susceptibilidad a
cancer. Defectos entolerancia
periférica.

RhoH Mutaciones en RHOH (una GTPasa de AR Normal. Baja células | Normal Normal Infeccion por VPH, linfoma,
transduccion que genera sefiales en T virgenes, repertorio granulomas pulmonares, molusco
diversos receptores de membrana). restringido de células contagioso.

T y alteracién en la
proliferacion en
respuesta a la
estimulacion con
CDs3.
MST1 Mutaciones en STK4 AR Disminucion de Disminuido Alto Infecciones recurrentes bacterianas,

(Una serina/treonina quinasa).

células de memoria y
células T virgenes,
alteracion de
proliferacion.

virales, o por Candida; neutropenia
intermitente; EBV; linfoma;
Enfermedad cardiaca congénita,
citopenias autoinmunes; infeccion por
VPH.
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Degf;en' Defecto genético Hg:n- Linfocitos T Linfocitos B Ig Caracteristicas asociadas
, Infecciones recurrente virales
. Células CD3 TCRy3 : '
Mutaciones en TCR o L bacterianas o por hongos,
. AR Normal Normal ; . .
TCRa (Componente esencial del TCR) n?(;;?faelr%sc,iglr;cerauon de la | Norma orma autoinmunidad, desregulacion
P ) inmune, y diarrea.
NUmero total normal, pero
) . 4
Defectos en LCK Imfopenla-de cD4’, . Normal Diarrea, infecciones recurrentes,
L . . , TRECs bhajos, repertorio .
LCK (una tirosina quinasa que interactda AR ingido de células T Normal IgG e IgA. desregulacion inmune,
conel TCR) restrlng! 0 de celulas 1y IgM elevada autoinmunidad
alteracion de la ' '
sefializacion del TCR.
Normal.
MALT1 |Mutaciones en MALT1 AR Nimero n_qrmal pero Normal Respuesta de Inft_acmones bacterianas, fungicas
proliferacion deteriorada. anticuerpos y virales.
alterada.
Defectos en CARD11 (actdla como un Normal, con predominio Neumonia por Pneumocystis
CARDI11 |andamio para la NF-9B en la actividad AR | de LT virgenes, Normal Ausente / baja jirovicii o infecciones
de la respuesta inmune adaptativa) proliferacion deteriorada. bacterianas.
Las mutaciones en BCL10 que Normal. LT memoria NGmero
codifica la CLL de células B. ' y ) .
- P TRECs bajos. normal; Infecciones recurrentes,
BCL10 meoma} de proteina 10 gue forma un AR | Disminucion de la disminuido Bajo bacterianas, virales y/o
heterotrimero con MALT1 y CARD . - S .
- ! proliferacion con LB de candidiasis, gastroenteritis.
de la familia adaptadores y juega un . . .
L antigenos y anti-CD3. memoria.
papelen la sefializacién NF-kB.
- NUmero normal. . Deficiencia de Colitis severa de inicio
IL21 Mutacion en IL.21 AR Funcion normal/baja. Bajo [o]€; temprano.
Defectos en IL21R P_rodgccpn anprmal_ (,je Norrr_lal, pero Susceptibilidad a
: citocinas; proliferacion de deteriorada - .
IL21R (este junto con la cadena gamma AR , Normal Cryptosporidium, Pneumocystis y
, células T anormal a respuesta o
comun se une a 1L21) . e e colangitis.
estimulos especificos. especificas.
Los defectos en OX40 (TNFSF4) que LT normales; disminucién rLeBdunc?:rirg:l(tja:;
0OX40 codifica una molécula coestimuladora AR |de CD4" de memoria células B de Normal Sarcoma de Kaposi; HHV 8.
expresada en células T activadas. antigeno especifico. memoria
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Deficiencia Defecto genético Herencia Linfocitos T Linfocitos B Ig Caracteristicas asociadas
NUmero de
Defectos en IKK, la codificacion ;Léﬂg;efj:?rrén;gf’ Tos: ?]?JII’L:TI]ZSIGBS' Infecciones bacterianas,
IKBKB |IkB 2, quinasa 2, un componente de AR alteracion de activac)i/ény ' alteraciér; dela Disminuido viricas y flngicas recurrentes;
la via NF-Kb. Lo fenotipoclinico de SCID.
por TCR. activacion de
TCR.
Mutaciones en CD27 (TNFRSF 7) Hipogamma- L
que codifica TNF-R, miembro de la No presenta globulinemia Infec<_:|on ppr_EBV_, HLH,
. : ] ) anemia aplastica, linfoma,
CD27 superfamilia requerido para la AR Normal células B de después de . L
. g . . - hipogammaglobulinemia,
generacion y mantenimiento de la memoria. infeccién con Baia células NKT
inmunidad de LT. EBV. J '
Mutacién en MAP3K14, proliferacion alterada en | Disminucion total Hinogamma- Crvotos ’oridiu%
NIK codificacion NIK (quinasa NF-kB AR respuesta a la estimulacion | de LB y células B pogamma yptosp 9
h ; : globulinemia. Bajo nimero de células NK y
inductor). de antigeno. de memoria. A A1l
Repertorio V policlonal activacion de células NK
' defectuoso.
Infecciones virales cronicas
- - NUmero normal o recurrentes/especialmente
I\_/Iutamon en CTPSL codificaCTP disminuido. NUmero normal / EBV y VZV, infecciones
CTPS1 sintasa 1, esencial para la AR . ! . Normal/ 1gG alta .
. . . . Proliferacion normal o baja bacterianas, EBVconduce a
proliferacion de linfocitos. L - .
disminuida. Linfoma de células B no
Hodgkin.
Mutaciones hipomorficas en RAG1,
RAG2, Artemisa, IL7RA, RMRP, Repertorio restringido de Disminucién Eritrodermia, eosinofilia
Sindrome | ADA, DNA ligasa IV, IL2RG, AK2 ep ng . ' mia, '
. P células T y deterioro de la | Normal o baja excepto parael |adenopatias,
de Omen |0 asociado con Sindrome de

DiGeorge; algunos casos tienen
mutacion genética no definida.

funcién.

aumento de IgE.

hepatoesplenomegalia.
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1.7CID

Se han identificado numerosos defectos genéticos que permiten el desarrollo de LT, lo que
da como resultado que algunos pacientes con manifestaciones clinicas de SCID presenten
numeros residuales, normales o incluso elevados de LT, pero su funcién se ve afectada en
pasos proximal o distal en la sefalizacion intracelular (Notarangelo, 2013; Felgentreff,
2011). A estos defectos se les conoce como CID o SCID atipico. Anteriormente se ha
descrito como inmunodeficiencia combinada profunda, estos pacientes suelen sobrevivir
mas alld de 12 meses de edad, presentan infecciones graves y prolongadas, que puede

resolver lentamente (VVan Der Burg, 2011).

Debido a que en las SCID se puede presentar un ndmero bajo o incluso normal de linfocitos
se han delineado los limites entre SCID y CID dependiendo el nimero de células T. Se
considera SCID clasico en pacientes que presentan menos 500 células/uL y CID en
pacientes con linfocitos por arriba de este valor. Los casos de CID y SCID pueden
diferenciarse unos de otros no sélo sobre la base de los recuentos de CD3" sino también
basado del tipo de presentacion clinica y la capacidad de ser detectado mediante el uso de
analisis de recién nacidos con receptor de células T circulos de escisién (TRECs) vy la

respuesta a mitdgenos in vitro (Roifman, 2012).

Hay varias razones para la presencia de células T en pacientes CID. Las células T pueden
ser injertos transplacentarios de la madre. En el 50 % de SCID By en el 80 % de SCID B,
células T maternas pueden ser detectadas. Estas pueden estar presentes en baja frecuencia,
pero también pueden estar elevadas al limite de referencia. EI inmunofenotipo de estas
células T puede ser diverso. La mayoria tienen un fenotipo maduro (CD45RQ"), pero esto
no puede ser considerado como una regla de oro. Ellos quizads tengan una relacion
CD4"/CD8" perturbado o expresion aberrante (Burg, 2011).

Estudios genéticos han demostrado que la presencia de LT estan relacionadas con
mutaciones en genes que desempefian un papel importante, pero no critico, en el desarrollo
y/o la funcién del LT. En otros casos se debe a mutaciones hipomdrficas en los genes
causantes de SCID, estas mutaciones permiten la expresion residual y la funcion de la

proteina codificada, son a menudo parcialmente permisivos para el desarrollo de los LT, en
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consecuencia, los pacientes con tales mutaciones pueden tener un nimero detectable de LT
circulantes, con funcién defectuosa, pero no completamente abrogada. Estas anomalias son
responsables del deterioro de la homeostasis inmune y las manifestaciones clinicas de

desregulacién inmune (Notarangelo, 2014).

Estos pacientes tienen un repertorio restringido de LT ya que la expansion es oligoclonal
(Roifman, 2012). Mutaciones hipomorficas en los genes que codifican RAG1, RAG2,
DCLREILC, LIG4, componente de RNA de la endoribonucleasa procesadora del RNA
mitocondrial (RMRP) y ADA obstaculizan pero no invalidan la funciéon de las enzimas
respectivas, lo que da como resultado defectos permeables que permiten la maduracion de

un limitado namero de células T en el timo.

Otra causa de la presencia de células T aut6logas en pacientes CID es la aparicion de
mutaciones somatica de reversion. Estas mutaciones de reversion se han descrito en
algunos casos SCID ligada al cromosoma X, en la deficiencia de RAG y en pacientes con
una deficiencia CD3. En estos pacientes, la reversion de la mutacion somética se produjo,
probablemente los LT tempranos, y se corrige el defecto genético. Si se produce la
reversion somatica, los LT tienen una ventaja de crecimiento selectivo y el potencial del
desarrollo de la funcion normal. EI mecanismo por el cual surge la reversion somatica es
aun desconocido. En algunos pacientes con un defecto de recombinacion parcial, se

presenta una alta frecuencia de las células Tyé (Van Der Burg, 2011).

Los pacientes con mutaciones en la cadena ¢ asociados a las proteinas 70 kDa (ZAP70);
CD3y; y receptor o IL2 (IL2RA), son buenos representantes de este grupo, ya que
presentan LT circulantes, pero su respuesta in vitro frente a anticuerpo anti-CD3 o

mitdgenos son con frecuencia disminuidas (Roifman, 2012).

Un fenotipo caracteristico de los pacientes con mutaciones en los genes causantes de SCID,
pero la inmunidad de células T residual, es el sindrome de Omenn (OS). La gran mayoria
de los casos de debe a mutaciones hipomdrficas en los genes RAG1 o RAG2, que

deterioran pero no abolen el proceso de recombinacion V (D) J, requerido para los LT y el
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reordenamiento de receptores de células B y su expresion (Villa, 2008; Van Der Burg,
2011).

El OS se presenta con recuentos de LT normal o incluso aumentado y altos niveles de IgE,
este sindrome se caracteriza por una erupcion eritematosa, linfadenopatia y
hepatoesplenomegalia, la susceptibilidad a infecciones graves y oportunistas asi como
retraso del desarrollo (Felgentreff, 2011). Estas caracteristicas clinicas son secundarias a la
expansion de las células T autorreactivas oligoclonales, predominantemente TH2 (T helper)
(Kelly, 2013).

Se cree que estas son las principales responsables de la inflamacion observada en estos
pacientes, los LT anormales, en la ausencia de regulacién adecuada por otros componentes
del sistema inmune, secretar una gran cantidad de citocinas que promueven autoinmunidad,

asi como inflamacion alérgica (Villa, 2008).

La presencia de LT circulantes con diversos grados de funcion residual complica el
diagnostico de CID, lo cual nos invita a poner especial atencion en estudiar la funcién de

estos (Roifman, 2012). Esto es posible mediante el estudio de linfoproliferacién in vitro.

Ademas de una mayor susceptibilidad a las infecciones (Tabla 4), los pacientes afectados
con estas condiciones presentan un espectro mas amplio de manifestaciones clinicas,
incluyendo autoinmunidad, enfermedad inflamatoria, linfoproliferacion disminuida y un

mayor riesgo de neoplasias malignas (Notarangelo, 2014).

Tabla 4. Tipo de infecciones asociadas CID (Notarangelo, 2010)

Organismos Ejemplos
Virus CMV, EBV, parainfluenza tipo 3.
Bacterias Salmonella typhi, Listeria monocytogenes,

flora entérica.
Micobacterias No tuberculosas, incluyendo BCG.

Hongos Las especies de Candida, de Aspergillus,
Cryptococcus neoformans, Histoplasmosis
capsulatum.

Protozoarios Pneumocystis jiroveci, Toxoplasma gondii,

Cryptosporidium parvum.
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1.8 Diagnostico

Como pauta general, un bebé con un recuento absoluto de linfocitos menor de 3000/uL
induce una evaluacion para un posible defecto inmunolégico. La linfopenia, puede ser
causada por VIH, por lo tanto se debe descartar. Es importante evaluar la carga viral de
VIH por PCR, ya que es posible que los pacientes no serdn capaces de generar una
respuesta anti-VIH (Locke, 2014).

Se debe realizar una historia clinica completa, la historia familiar es importante en el
enfoque de las PID debido a la naturaleza monogénica de la mayoria de las formas de estos
trastornos. Sin embargo, la mayoria de los pacientes no tienen un familiar con IDPs, ya que
representan mutaciones de novo o la primera ocurrencia de una enfermedad autosomica

recesiva.

El examen fisico también puede proporcionar pistas importantes, por ejemplo, los pacientes
con agammaglobulinemia muestran ausencia de amigdalas y otros tejidos linfoides, la
microcefalia es comun en los PID asociados con defectos en la reparacion del DNA,
petequias y otras manifestaciones asociadas con el eccema son muy sugestivos del
sindrome de Wiskott-Aldrich y los pacientes con trastornos inmuno-6seo tienden a tener

corta estatura.

Las pruebas inmunolégicas de laboratorio son muy importantes para validar la sospecha de
IDPs.

Se requiere de subpoblaciones linfocitarias, que demuestren linfopenia marcada o la
reduccion de los recuentos de LT en particular, que como ya se mencion0 serd menor a

menos 500 células/mL en los casos de SCID pero puede ser mayor en CID.

Se requiere el uso de citometria de flujo para evaluar subconjuntos especificos de linfocitos
ya que un recuento total de leucocitario manual, podria dar resultados normales por la
presencia de linfocitos maternos, incluso en ausencia de células T en un paciente SCID
(Randolph, 2016).
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La presencia de injerto de celulas T materna o de las células T aut6logas residuales en
pacientes con CID podria dar lugar a conteos relativamente altos (e incluso normal) de los
LT y por lo tantoser confusos. Sin embargo, en estos casos LT circulantes presentes seran
en su mayoria de memoria (CD45R0") y pocos LT naive (CD45RA") (Notarangelo, 2010).

El analisis de subpoblaciones por citometria de flujo debe incluir: recuento de LT, NK y
linfocitos B; asi como, evaluacion de la porcentaje de las células que expresan CD45RA™ y
CD45RO" (Randolph, 2016). El fenotipo inmune es especialmente Util en el diagndstico de
la inmunodeficiencia combinada grave, ya que el patrén de la falta de tipos de células

contribuye a delimitar el defecto inmunolégico presente (Locke, 2014).

Interpretacion de los resultados es més complicada en sindrome de Omenn o CID. Estos
pacientes presentan un alto namero de células T oligoclonales, su presencia puede inducir a
error, por lo que un andlisis detallado de los LT en pacientes con sospecha clinica de SCID

tipico o atipico es de suma importancia (Van der Burg, 2011).

La evaluacion de la funcion de LT es esencial y esta determinada por la medicién in vitro
de las respuestas a mitdgenos, tales como fitohemaglutinina (PHA) y concanavalina A
(ConA). Roiffman y colaboradoes (2012) encontraron que el punto de corte de 50 % de
proliferacion en relacién con el control permite identificar a un mayor nimero de pacientes

afectados.

Se debe evaluar la respuesta humoral, para esto es necesario el recuento de LB, la medicién
del total de inmunoglobulinas, y la evaluacion de anticuerpos especificos frente a antigenos
de proteina y polisacarido. Es importante recordar que durante los primeros meses de vida,
las 1gG son en su mayoria de origen materno. Por lo tanto los niveles de 1gG en suero son
aparentemente normales durante los primeros 2 a 3 meses de vida, incluso en pacientes con

deficiencia de anticuerpos.
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Una prueba de reciente implantacion es la cuantificacion de TRECs (Receptor de células T
circulos de escision), esta ha ayudado a identificar linfopenia grave de células T en la
infancia, por lo general antes de la primera infeccion del individuo. Esto permite un
diagnostico y tratamiento mas temprano, reduciendo morbilidad y mortalidad (Locke,
2014).

Los TRECs, son subproductos del rearreglo de los genes del receptor de los LT en
desarrollo (recombinacién V (D) J) y éstos pueden ser detectados mediante el andlisis del
acido desoxirribonucleico (DNA), de los linfocitos de sangre periférica, ya que se exportan
a la periferia por LT recién generado que dejan el timo. Los Niveles de TRECs son
particularmente altos en los recién nacidos y los bebés (que reflejan la funcion activa del
timo) y disminuyen progresivamente con la edad. No se detectan TRECs en los bebés con
SCID.

El ensayo TRECs es un biomarcador para el nimero de células T virgenes que han surgido
recientemente del timo. A medida que las células T naive se reducen en todas las formas de
SCID, el ensayo TRECs debe identificar a los bebés con SCID independientemente del
defecto molecular (Contreras-Verduzco, 2014).

El ensayo TRECs no ha estado exenta de desafios. Los bebés prematuros (edad gestacional
menor de 37 semanas al nacer) se presentan como un unico problema en el uso de la prueba
de TRECs, ya que muestran una tasa de falsos positivos mucho mayor en comparacion a

infantes a término.

Confirmacion de SCID requiere el andlisis de secuencia de los genes sospechosos, la
identificacion de mutaciones especificas es importante no sélo para confirmar el
diagnostico, sino también para guiar el asesoramiento genético y para facilitar la deteccion
de portadores y la diagnosis prenatal. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que no todos los
cambios en el DNA son necesariamente causa de la enfermedad; algunos podrian
representar polimorfismos, variantes raras o variaciones que contribuyen con la enfermedad
(Notarangelo, 2010).
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La principal ventaja de la deteccion temprana de SCID o CID es que facilita la pronta
iniciacion del tratamiento adecuado (Fleisher, 2016).

SCID
CD19|: SCID TB’ CD19 N: SCID TB*
SCID TB'NK" SCID TB NK* SCID TB'NK" SCID TB'NK*
Displasia -
condroesternales, XL, CD132 Timo
sordera Deficiencia de yc
(IL2RG) detectable
ADA Deficiencia
AR. CD132+ de Coronin
Caraqte_ristlcas Deficiencia 1-A
clinicas JAK 3
—‘ distintivas
Granulocitopenia Si IL7Ra
Trombocitopenia No CD3s
Sordera, CD3e
disgenesia CD3¢g
reticular AK2 Microcefalia + CD45
RAG ¥, dismorfia facial
Artemis Cernunos
DNA PKcs DNA lioasa IV

Figura 11. Algoritmo de diagndstico por inmunofenotipo de SCID (Bousfiha, 2015).
Este algoritmo ayuda a orientar el diagnéstico de SCID mediante el inmunofenotipo.
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Eritroderma, alopecia, Adp, HSM, Eo 1
IgE 1LB<2%Sindrome de OMEN

HIGM, NP, trombocitopenia
Deficiencia de CD40L. CD40

¢ Caracteristicas clinicas distintivas?

CD4 BAJO

IgET1 Eo?, Cancer, NK bajos, atopia severa,
infecciones virales cutaneas y bacterianas.
Deficiencia de DOCKS8

IBD, autoinmunidad, infecciones, EBV
Deficiencia de LRBA

Autoinmunidad, gastroenteritis, puede tener
granuloma. Deficiencia de ICOS

Ausencia de LT virgenes, EVB, HPV,
autoinmunidad, enfermedad congénita del
corazon.Deficiencia de MST1

EBV. Deficiencia de ITK

HLA-DR N XL:
MAGT1
LCK
Deficiencia de
UNC119

-

HLA-DRmuy bajo:
Deficiencia de
MHC-II

CD8 BAJO

CD8 muy bajo:
Deficiencia de CD8

HLA AB*

Deficiencia de ZAP70

/

OTROS

TCR bajo. Deficiencia de CD3y

Deficiencia de DOCK2

Neumonia por P. jirovecii e
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Figura 12. Algoritmo basado en los datos clinicos para el diagndstico de CID (Bousfih, 2015).
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1.9 Tratamiento
Los pacientes con SCID o CID reciben un régimen de profilaxis disefiado para evitar
infecciones oportunistas de origen fungico, bacteriano o viral (Kelly, 2013).

Las vacunas de virus vivos atenuados deben evitarse para prevenir infecciones
descontrolada asociada a la vacuna, sélo los productos sanguineos irradiados y filtrados
debe ser utilizado en estos pacientes debido al riesgo de enfermedad injerto contra huésped

o0 de transmitir infecciones por CMV (citomegalovirus) en particular.

El soporte nutricional es a menudo necesario. La inmunosupresion ayuda en el control de

las reacciones inflamatorias asociadas con el sindrome de Omenn.

El tratamiento de la deficiencia de anticuerpo se basa en la terapia con inmunoglobulina de
reemplazo. Esta se puede administrar intravenosa (IGIV) o subcutéaneas (IGSC). Ambos
son eficaces en la reduccion de la incidencia de infecciones. La dosis habitual sustitutiva de
IVIG es de 400 mg/kg por 21 dias, pero podria ser necesario en dosis mas altas pacientes

con bronquiectasias o meningoencefalitis enteroviral (Notarangelo, 2010).

En 1968, Gatti y Good lograron la primera correccién inmunoldgica para un lactante con
inmunodeficiencia combinada severa (SCID), mediante la infusion de células
hematopoyéticas alogénicas obtenidas de la médula 6sea de un hermano con HLA
compatible (De la Morena, 2014). Actualmente el trasplante de células hematopoyéticas
(HCT por sus siglas en inglés Hematopoietic cell transplantation) es el tratamiento de

eleccion para los pacientes con SCID (Van Der Burg, 2011).

Cuando se realiza a partir de un hermano con HLA idéntico, HCT tiene 90 % de posibilidad
de supervivencia a largo plazo y una buena reconstitucion inmune. Cuando el HCT se
realiza a partir donantes emparentados HLA no coincidentes proporciona excelentes
resultados cuando se realiza en los primeros 3 a 5 meses de vida; sin embargo, el resultado
es menos satisfactoria en pacientes mayores. Se han reportado resultados alentadores con

HCT de donantes no emparentados. Es importante distinguir las formas tipicas de SCID (T
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B o T'B") de la CID ya que, la presencia de células T autélogas residuales en pacientes con
CID tiene implicaciones importantes, podria causan sintomas asociados con la
desregulacién inmune y generalmentese necesita quimioterapia para eliminar células T
autologas antes del HCT. Algunas formas de CID se caracterizan por un peor resultado
después de HCT, en particular reduce la supervivencia y se presenta una mayor tasa de
complicaciones después del HCT (Notarangelo, 2010).

Un diagnostico especifico y temprano reduce el tiempo entre la presentacién clinica y el
trasplante, limitando las comorbilidades; permite aplicar regimenes de acondicionado mas
adecuados, optimizando la reconstitucion inmune. La identificacion de un defecto genético
subyacente puede ser Utiles para informar la decision en cuanto a si un paciente individual
debe ser tratado por la HCT, especialmente si el gen se expresa exclusivamente en células
hematopoyéticas (Worth, 2013).

Se pronostican mejores resultados cuando el trasplante se realiza en una edad temprana
(menores de 1 afio), y en el fenotipo T~ B'NK sobre todo en ausencia de infeccion viral o
complicaciones respiratorias, dando como resultado una mejor recuperacion, la

supervivencia y reconstitucion inmunoldgica (Filipovich, 2008).

Posterior al trasplante se realiza examenes de biometria hematica y quimica sanguinea
periddicamente, también es importante conocer el inmunofenotipo de los linfocitos y
monitorear las respuestas a mitdgenos post-trasplante en varios intervalos (De la Morena,
2014).

1.10 Linfoproliferacion in vitro

Los estudios de subpoblaciones linfocitarias deben ir acompafiados de las pruebas de
laboratorio que evaltan si los linfocitos son funcionales. Esto implica la evaluacion in vitro
de la respuestas de LT a mitdgenos, como, PHA, la concanavalina A, o anticuerpos como,
anti-CD3 solo o en combinacion con anti-CD28 o IL2 para determinar la proliferacién de
LT no especifica de antigeno. En general, estos ensayos implican un cultivo de 72 horas en

células no estimuladas y estimuladas, los resultados se interpretan mediante un rango de
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referencia establecido a través de una muestra de prueba de control emparejado con la

muestra del paciente.

Par evaluar la proliferacion de células T por citometria de flujo, se utilizan colorantes
fluorescentes de seguimiento como el diacetato de carboxifluoresceina éster de
succinimidilo (CFSE) que se incorporan en la célula y después de la activacion se
disminuye en un 50 % la intensidad de fluorescencia para cada ronda de la division celular
0 nucleosidos fluorescentes analogos como 5-etinil-2 -desoxiuridina que incorporan en el

DNA de células proliferantes asociadas con una ganancia de sefial.

En estados graves de deficiencia de células T, la respuesta de células T a los estimulos
policlonales es tipicamente menor de 10 % del limite inferior del valor de referencia. Como
se ha sefialado anteriormente, existen mutaciones CID, que permiten un cierto grado de
respuesta de las células T, aunque los resultados en esta son a menudo significativamente

anormales (Es decir, a menudo < 50 % del del valor de referencia).

Usualmente la proliferacion inducida por mitégenos que activan directamente las células T
tales como el PMA (forbol 12-miristato 13-acetato) mas ionomicina es normal, siendo un
control positivo del ensayo, pero anormal con agentes que actGan sobre el TCR
(Rosenzweig, 2013).

1.10.1 DIACETATO DE CARBOXIFLUORESCEINA ESTER DE
SUCCINIMIDILO (CFSE)

Por lo general, la proliferacién de linfocitos puede ser monitoreado por citometria de flujo
gracias a CFSE este tiene la capacidad de etiquetar de forma estable las moléculas dentro
de las células, con cada division celular que resulta en una reduccion a la mitad secuencial
de fluorescencia, hasta ocho divisiones antes de que la fluorescencia CFSE se disminuye a

la fluorescencia de fondo de las células no marcadas.

Inicialmente, diacetato de carboxifluoresceina succinimidil éster no es fluorescente, debido

a la presencia de dos grupos etilo, estos dan la propiedad al compuesto de ser altamente
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permeable con la membrana y por lo tanto permiten que el colorante fluya rapidamente
través de la membrana plasmatica de las células. Una vez dentro de la célula, los grupos
acetato se eliminan rapidamente por esterasas intracelular para dar el CFSE altamente
fluorescente, esta tienen una permeabilidad reducida de la membrana. Los grupos
succinimidilo de CFSE le permite reaccionar a pH neutro con grupos amino para formar un
enlace covalente muy estable. Una proporcion del carboxifluoresceina resultante (CF)
conjugados representan moléculas que son capaces de salir a través de la membrana
plasmatica o son rapidamente degradada (CFR1). A la inversa, algunos de los conjugados
CF (CFR2) son muy estables y permanecen dentro de las células. Son estos conjugados
fluorescentes que persisten dentro de las células durante meses, pero seran repartidas entre
las células hijas tras la division celular, lo que permite monitorear la proliferacion de

linfocitos por medio de citometria de flujo.

Exterior de la célula

'y A
Membrana celular
I | |
T
0 0
cH - o-&-cH, HO 0.
(] O
& 6
CON_G ; Esterasas CMD >
b o B
CFDASE CFEE
Citoplasma

Figura 13. Eventos moleculares que se producen durante el etiquetado de células
con CFDASE (Quah, 2007). El diacetato de carboxifluoresceina succinimidil éster
no es fluoresente fuera de la celula, esta propiedad la obtiene al perder dos grupos
acetato en presencia de esterasas intracelulares.
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La autofluorescencia de los linfocitos en proliferacion es mayor que el de los linfocitos en
reposo y, por tanto, como una poblacién no marcada, proporciona una medicion de la
autofluorescencia de una poblacion de linfocitos activados. Células no estimuladas
marcadas con CFSE proporcionan una medicion de fluorescencia de los linfocitos que no se
dividen. El uso de estos controles, se puede, por tanto, calcular el nimero de la division
celular de la proliferacion, los linfocitos marcados con CFSE (Quah, 2007; Quah, 2010).

Una de las principales ventajas de la técnica de division de CFSE es que las células en
division pueden ser identificadas en mezclas complejas por inmunofenotipificacion con
anticuerpos monoclonal conjugado, ademas CFSE se reparte por igual entre células hijas
con notable fidelidad (Lyons, 1999).

1.11 Citometria de flujo

La citometria de flujo es un método analitico que permite el andlisis optico e individual de
diferentes particulas, este permite la medicion répida de ciertas caracteristicas fisicas y
quimicas de células o particulas suspendidas en liquido que producen una sefial de forma
individual al interferir con una fuente de luz. Una de las caracteristicas analiticas méas
importantes de los citdbmetros de flujo es su capacidad de medir multiples parametros
celulares, como el tamafio, forma, complejidad y cualquier componente celular o funcién

que pueda ser marcada con un fluorocromo.

La conjugacion de marcadores fluorescentes con anticuerpos monoclonales o policlonales
ha hecho posible los estudios de la densidad y la distribucidn de determinantes y receptores
de la superficie y del citoplasma celular, permitiendo identificar subpoblaciones celulares.
En comparacion con los métodos bioguimicos de analisis celular, en los que se obtiene un
resultado promedio para toda la muestra, la citometria de flujo es capaz de proporcionar
una informacion cuantitativa sobre cada célula en particular y permite identificar en una
muestra subpoblaciones de células diferentes, incluso cuando estdn escasamente

representadas.
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El principio en el que se basa esta tecnologia es simple: las particulas (generalmente
células) pasen en fila dentro de un flujo a través del aparato con una velocidad de 500-
4 000 particulas/segundo, por delante de un haz luminoso. Esta luz se detecta en dos
posiciones diferentes, la luz dispersa hacia adelante (en inglés "forward scattered light”,

FSC) y la luz dispersa a un angulo de 90 grados (en inglés "side scattered light", SSC).

Las particulas marcadas con un fluoréforo cuando capta la energia de la luz de la fuente
emiten una sefial fluorescente de menor energia que el rayo incidente que se detecta
también a un angulo de 90 grados. Esta luz dispersa atraviesa unos filtros opticos que
seleccionan una longitud de onda especifica. La luz filtrada llega a los detectores del tipo
fotomultiplicadores que detectan y amplifican la sefial la cual se transmite al sistema
electronico que se encarga del procesamiento de los datos. Para ello la luz incidente se
transforma en pulsos eléctricos y se generan histogramas generalmente biparamétricos, es
decir, gréficas en las que se representan dos parametros (en inglés "dot plot" o "counter
plot"). En estas graficas, la luz dispersa hacia adelante se relaciona con el tamafio de la
particula y la luz dispersa a un angulo de 90 grados da una idea de la estructura interna de

la particula proporcionando informacion sobre la granularidad y morfologia celular.

Tubo de inyeccion

Inyeccion del ?______ de muestra
fluido fransportador. :

Celda de fiujo

Alinecmiento de
particulas en una
sola fila

Detectores de fluorescencia
y de dispersién lateral (SSC)

Detector
de dispersion
frontal (FSC)

Punto de interseccion
de la muestra con el
IGser

v
Senal para
adquisicion
electénico Salida del fluido

Celda de fiujo capilar

Figura 14. Esquema de las partes del citometro de flujo (Barrera, 2004).
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La citometria de flujo permite medir diferentes parametros de una célula. Estos se dividen
en:

» Parametros nucleares

 Parametros citoplasmicos

* Parametros de superficie

» Parametros extracelulares

Las aplicaciones mas relevantes de la citometria de flujo en la practica médica se relacionan
con la hematologia e inmunologia clinicas, midiendo parametros como nudmero Yy
clasificacion de células sanguineas. Esta técnica es empleada también en el conteo de
subpoblaciones de linfocitos en pacientes con el virus de la inmunodeficiencia humana, asi
como la caracterizacién de leucemias agudas y sindromes linfoproliferativos crénicos, entre
otros padecimientos. Las aplicaciones de la citometria de flujo son numerosas, lo cual ha
permitido el empleo de estos instrumentos de manera amplia en los campos, tanto de la
investigacion bioldgica como médica (Barrera, 2004; March, 2012).

1.11.1 Aplicaciones en el diagndstico de inmunodeficiencias

La evaluacion del inmunofenotipo en las IDPs proporciona pistas de diagndstico, asi como
informacion util para clasificar a los pacientes y predecir el resultado clinico. La evaluacion
de las proteinas intracelulares asociados con algunas IDPs se ha desarrollado como una
herramienta til en el cribado diagndstico y ayudar a aclarar los posibles sitios de defectos

genéticos asociados con IDPs especificas.

La evaluacion de subpoblaciones linfocitarias por citometria de flujo abarca recuento
absoluto de linfocitos (T, B y células NK), asi como los subconjuntos de linfocitos naive y

de memoria, estos deben ser comparados con valores de referencia, de la misma edad.

Esto es particularmente relevante para cualquier defecto que bloquea el desarrollo de las
células T basada en el hecho de que T células constituyen el 60-75 % de los linfocitos
circulantes, por lo tanto cualquier trastorno que interfiere con el desarrollo de células T

seria espera que resulte en linfocitopenia, como ya se mencion0 esta es muy importante en
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el diagndstico diferencial entre SCID y CID, por lo tanto siempre debe realizarse en el
abordaje.

Otra aplicacion diagnostico para IDPs es la evaluacion de la presencia o ausencia de
proteinas especificas que estdn asociados con estados de inmunodeficiencia. Esta ahora
consiste en no solo la evaluacion de proteinas de la superficie celular, sino también de
proteinas intracelulares, el analisis de estas Ultimas requiere la fijacion y permeabilizacion
de la célula. Ademés, este método tiene la misma advertencia como cualquier
inmunoensayo en el que la ausencia de la proteina es generalmente de diagndstico, mientras
presencia de la proteina puede estar asociada con la produccién de una proteina

disfuncional asociada con la enfermedad.

Recientemente, se ha utilizando la citometria de para evaluar las caracteristicas funcionales
que estan vinculadas con IDPs, en el caso de SCID se evalla la respuesta proliferativa a

diferentes estimulos, demostrando con esto que las células son o no funcionales.

También ha demostrado ser util en la evaluacion de la recuperacion inmunoldgica y

supervisar el estado inmune en pacientes inmunodeficientes pos trasplante.

Sin embargo, con la amplia gama de defectos genéticos subyacentes SCID, la citometria de
flujo debe ser visto como un método de laboratorio de deteccion, que proporciona
informacion en cuanto al potencial defecto subyacente pero el diagnéstico definitivo

requiere estudios genéticos (Oliveira, 2008; Fleisher, 2016).
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2. JUSTIFICACION

La inmunodeficiencia combinada es cominmente subdiagnosticada, ya que los pacientes
pueden presentar niveles de linfocitos e inmunoglobulinas dentro del rango de referencia lo
cual descarta el diagnostico de inmunodeficiencia, en este estudio se plantea realizar un
estudio de linfoproliferacién e inmunofenotipificacion para orientar el diagnéstico de

inmunodeficiencia combinada.

El estudio de linfoproliferacion nos servira para evaluar la funcién de los LT en pacientes
que clinicamente cursan con deficiencia en la respuesta inmune celular en ausencia de

linfopenia.
La inmunotipificacion por citometria de flujo nos ayuda ya que en pacientes con CID se ha
reportado disminucion en la poblacion de LT CD4" naive, ademas de orientar el

diagnéstico hacia un grupo de inmunodeficiencia combinada, segun su fenotipo.

La correlacion de la historia clinica con los estudios de laboratorio orientara el diagndstico
de CID.
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3. OBJETIVOS

GENERAL
Mediante estudios de linfoproliferacion e inmunotipificacion, orientar el diagndstico de

CID en pacientes pediatricos con sospecha de inmunodeficiencia.

PARTICULARES
¢+ Evaluar el funcionamiento de linfocitos T en pacientes pediatricos con sospecha o

diagnéstico de inmunodeficiencia combinada.

¢+ Cuantificar las subpoblaciones linfocitarias para orientar el diagnostico de

inmunodeficiencia combinada.

++ Descripcion de las caracteristicas clinicas de los pacientes con CID y su correlacion

con los estudios inmunolégicos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Pacientes

CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes con sospecha de CID, de acuerdo a los criterios de la Sociedad Europea de
Inmunodeficiencias (ESID, por sus siglas en ingles European Society for
Immunodeficiencies):

a. Al menos una infeccion grave que requiera hospitalizacion, entendiendose por
enfermedad grave aquella que pone en riesgo la vida y/o sepsis, que requiere
antibidticos de amplio espectro para su resolucién. La cual puede ir acompafiada de
datos de disregulacién inmune como formacion de granulomas, linfoproliferacion,

eccema grave, enfermedad inflamatoria intestinal y autoinmunidad.

=3

Cualquier género

Ausencia de linfopenia y/o CD3" mayor o igual a 500 células por microlitro.

a o

Infecciones por oportunistas
e. Sindrome de Omenn: eritrodermia, infecciones sistémicas, IgE elevada, eosinofilia.

f.  Haber descartado infeccion por HIV.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes cuyos padres o tutores no acepten su inclusién al estudio.

Todos los padres o tutores de los participantes firmardn la carta de consentimiento

informado.

4.2 REVISION DE CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

Una vez seleccionados los pacientes se realizo un analisis de su historia clinica, este
consistio en recabar los datos clinicos compatibles con CID (Tabla 5). Para lo cual se
revisaron las bases de datos MEDSYS (expediente clinico electrénico), WINLAB (Base de

datos de laboratorio de rutina) y PACS (Base de datos de estudios de imagen).

Posteriormente se realizaron los estudios de linfoproliferacion y subpoblaciones (Tabla 6).
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4.3 LINFOPROLIFERACION

Se obtuvieron 6 mL de sangre venosa periférica con heparina como anticoagulante, de esta
se extrajeron las células mononucleares por centrifugacion (754 x g 30 min) en gradiente de
densidad sobre Ficoll-Paque, estas se lavaron 2 veces con PBS 1x estéril a 524 x g 5 min.
Se contaron las células con ayuda de azul de tripan y se colocaron 5 millones de células en
tubo estéril, se tifieron con carboxifluoresceina (CSFE) por 10 minutos a 37 °C y se lavaron
2 veces con PBS 1x a 524 x g 5 min. Se prepar6 la placa de cultivo con un mililitro de
medio AIM-V vy los siguientes mitogenos: PMA + ionomicina, fitohaglutinina, anti
CD28%/CD3" y anti-CD3" y un pozo sin estimular. Se agregaron 1 millon de células por
pozo y se incubaron durante 5 dias a 37 °C y 5 % de CO,. Las células sobrantes con CSFE
se fijaron con parformaldehido al 1 % para conservarlas hasta su adquisicion en FACS
Aria.

Al cabo de 5 dias de incubacion con las condiciones descritas previamente, las células se
cosecharon y se tifieron con un anticuerpo anti CD3-PerCP (BD® clona SK7), se fijaron
con Paraformaldehido al 1 % y se realiz6 la lectura en el citémetro BD FACSAria™ (San
Jose, California, USA) (Figura 16), posteriormente los datos se analizaron con el programa
FlowJo (TreeStar®) (Figura 17).

4.4 SUBPOBLACIONES
Se determinaron los numeros absolutos de células T, B y NK, asi como LT naive y de
memoria.
Se etiquetaron 4 tubos y se agrego el Ac correspondiente:
e 33: BD Simultest™ Control y2a clona X39 (FITC) /y1 (PE) clona X40
e CD19": BD TriTEST™ CD3 (FITC) clona SK7 /CD19 (PE) clona SJ25C1 /CD45
(PerCP) clona 2D1
e CD16"/56": BD Tritest™ CD3 (FITC) clona SK7 /CD16+CD56 (PE) clona B73.1/
CD45 (PerCP) clona 2D1
e CD3"/4%/8": BD Tritest™ CD4 (FITC) clona SK3 /CD8 (PE) clona SK1 /CD3
(PerCP) clona SK7
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Se agregaron 15 pL de sangre total a cada tubo y se incubaron 30 min a temperatura
ambiente y obscuridad, posteriormente se lisaron los eritrocitos y se incubaron 10 min a
temperatura ambiente y obscuridad, se lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido
al 1 %.

Se realiz6 la lectura en el citdmetro BD FACSAria™, adquiriendo 10 000 eventos totales.
El analisis se realizo utilizando el programa FlowJo TreeStar® (Figura 17). La cuenta total
de LT, B y NK se calculo en base al nimero total de leucocitos presentes en la muestra,

estos se contaron previamente con ayuda de la solucién de Turk.

La presentacion clinica de la CID es muy heterogenea, por lo tanto fue necesario analizar a
cada paciente de forma individual, en el caso 2 pacientes la sospecha diagnostica se oriento
hacia una mutacion en especial, se realizo la tincién correspondiente dentro de las

posibilidades del laboratorio (Ver Apendice).
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Figura 15. Histogramas de estudio de linfoproliferacion. Para analizar la linfoproliferacion en el
programa FlowJo TreeStar® se aplicd la siguiente estrategia de andlisis: A) Se seleccionaron los
singlets definidos por tener un area (FSC-A) y un ancho de sefial (FSC-W) uniformes. B) Sobre esta
poblacion, se identificaron los linfocitos de acuerdo con su tamafio (forward scattered) y complejidad
interna (side scattered). C) Se evalud la expresion de CD3, considerando la poblacion CD3" como
LT. D) Se cre6 un histograma de la intensidad de fluorescencia de CFSE. E) se compararon la
intensidad de fluorescencia en estado basal y posterior al estimulo. F) Se calcul6 el indice de
proliferacion. G) Se repiti6 este analisis con los 4 estimulos en el paciente y un control sano. H) Se
comparo el indice de proliferacion.
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CD16/56" 5(0.3 %)
CcD3* 1545 (95 %)
CD3+CD8" 1483 (96 %)
CD3+CD4" 39 (2.5 %)
CD4+CD45R0O 37 (95 %)
CD4+CDA45RA 2 (4%)

Figura 16. Analisis de subpoblaciones. Este estudio permite determinar las diferentes
subpoblaciones linfocitarias, que nos dard el inmunofenotipo. Para analizar las
supboplaciones en el programa FlowJo TreeStar® se aplicd la siguiente estrategia de
analisis: 1) Se seleccionaron los leucocitos de acuerdo con su tamafio (forward scattered) y
complejidad interna (side scattered). 2) Se evalud la expresion de CD45" acoplado a
PerCP. 3) Basandote en la morfologia selecciona los diferentes tipos de leucocitos y se
eligieron los linfocitos. 4) Se evalud la expresion de linfocitos B CD19". 5) Se evalu6 la
expresion de linfocitos NK* CD16"/CD56". 6) Se evalud la expresion la cantidad de
linfocitos CD4" y CD8". 7) Se evalu6 la expresion de de linfocitos CD4" CD45" RO y CD4*
CD45" RA. 8) Se calculd el nimero de linfocitos por subpoblacion en base a la cuenta
total de leucocitos.
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Paciente | Edad | Sexo

2

3

8 meses

3 meses

8 meses

1 afio

M

M

M

M

Consangui
-neidad

Negativa

Negativa

Negativa

Negativa

5. RESULTADOS

Tabla 5.Caracteristicas clinicas de los pacientes estudiados

Exploracion fisica

Ictericia neonatal.

Broncoespasmo, microcefalia.

Dismorfias faciales,
malformaciones en
extremidades, rizomelia de las
4 extremidades, con sindactila
en pies asi como acortamiento
de 5° dedo de ambas manos,
hipoplasia de falanges tanto
de manos como pies,
amigdalas pequefias, con
adenomegalias.

Pupilas con tendencia a la
miosis.

Infecciones Aislamientos

Sepsis secundaria a
infeccion por S.

Epidermidis.
Insuficiencia respiratoria K. pneumoniae
tipo Il secundaria a candida.

neumonia intrahospitalaria y
sepsis por klebsiella
Pneumoniae.

Neumonia por

Pseudomonas,
Periestomatitis por Pseudomona
Klebsiella y probable auruginosa
meningitis Hemocultivo:
Estenotropomona maltofila, |Staphylococcus
en aspirado bronquial, epidermidis
Shock séptico que requiri6
aminas.
S. Aureus: en
secrecion.
S. hominis
Gastroenteritis aguda, Hemocultivo con
infeccion de vias aéreas crecimiento para
superiores. un bacilo Gram (—
)

Bacteremia por B.
cepacia (E. coli).

Conjuntivitis y meningitis
bacteriana, neuroinfeccion
con aracnoiditis basal,
neumonia viral por VSR,
evento Isquémico de arteria
Cerebral Medio Dorsal, Pbe
meningitis Tuberculosa,
dermatitis del pafial.

VSR
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Otras caracteristicas

Dificultad respiratoria, broncodisplasia pulmonar,
hipoglicemias, desnutricion severa, antecedente de
ERGE y AMD, Gastrostomia y funduplicatura tipo
Nissen, paro cardio respiratorio, fiebre, hipertension
arterial sistémica, traqueoendobronquitis moderada,
discinecia traqueobronquial, TRECS en dos
determinaciones menores de 5.

Fiebre, Gastrostomia y funduplicatura tipo Nissen,
Crisis convulsiva, Endocarditis infecciosa, Coagulacion
intravascular diseminada, Displasia broncopulmonar,
infartos cerebrales multiples, hipertension arterial
pulmonar, periestomatitis, leucocitosis, neutrofilia,
plaquetopenia, epilepsia parcial compleja,
Neuroinfeccion, colestasis, insuficiencia respiratoria,
hemorragia pulmonar, periestomatitis USG de timo:
con reporte de diametro de 1/3 de parte del tamafio
correspondiente para su edad, TRECS indetectables.

Leucopenia persistente, Hipocalcemia,
Hiperbilirrubinemia, dermatosis localizada, molusco
contagioso, diarrea cronica intermitente por
malabsorcidn, desnutricion cronica, gastroenteritis,
alergia a la proteina de la leche de vaca, fiebre, vomito,
braquidactilia tipo 32 diplasia espindilo epifisaria
multiple, laringotraqueitits, sindrome coqueluchoide.

Leucocitosis, fiebre, neuropatia craneal: pardlisis
central V11 par craneal derecho, sindrome encefélico,
crisis convulsivas febriles, hemiparesia corporal
derecha.



Consangui

Exploracion

Paciente | Edad | Sexo - - Infecciones Aislamientos Otras caracteristicas
-neidad fisica
Candida oral, urocultivo: E.
coli, coprocultivo:
Morgagnella morgani
Neumonia nosocomial, He_mocu_lti_v 0: Staphylo_(iocpus . L ial S
5 laio | M Negativa |Acrocianosis Sepsis de foco pulmonar epldermlghs, C. parapsilosis, |Hipertension arterial, tos, taqullcar_dla, vomitos, apnea,
sepsis por blastoconidias E. fagcaha, Ellzabethklngla paro respiratorio, plaquetopenia, fiebre.
Meningoseptica., En catéter
Blastoconidias.
Aspirado bronquial:
Burkordelia cepacia.
Cianosis peribucal,
soplo sist6lico en . Cardiopatia congénita acindgena (Fistula sistémico
6 Imes | M Negativa cho pul_monar, Herpes simple hemocultivo de cocos Gram pulmonar izquierda), febricula, aplasia de Timo, paro
dismorfias menores, ) cardiorespiratorio ’ ’ ’
dermatosis, ’
hepatomegalia.
Acrocianosis
mucotegumentaria |Neumonia, infeccion Candida. Choque cardiogénico, cardiopatia compleja,
peristalsis flngica, sepsis por Hemocultivo positivo para:  |desnutricidn, apnea, bradicardia, insuficiencia renal
disminuida, Candida spp. Choque Stenotrophomona maltophilia, laguda, falla organica maltiple, coagulacion
7 3meses| M Negativa |extremidades con |séptico por BGN. Acitenobacter llowffi. intravascular diseminada, lesiones necréticas
acrocianosis, Proceso séptico activo de |Aislamiento de pseudomona |fasciocorporales multiples y orolingual.
lesiones foco pulmonar, sepsis aeruginosa en bronco Trombocitopenia, Fistula abomino cutanea y
equimoticas, nosocomial por E. Coli. |aspirado. leucopenia. RX o USG sin timo.
hepatomegalia.
Dermatitis y
8 4 meses| M Negativa |ganglios no Sepsis por pseudomonas. Pdeudomor_ws, CMV’ Herpes Cardiopatia congénita, distencion abdominal y ERGE.
Urocultivo: E. coli.
palpables.
Hepatoesplenomega
lia
9 2 afios M Si, primos |Aumento en el ) Infe(_:ciont_as de vias Salmonella: S. Aureus Fiebre, diarrea y pancitopenia.
6 meses segundos. |volumen de tobillos, |respiratorias. Tuberculosis
rodillas mufiecas y
manos, xerodermia.
15
10 Aflo(s) M Si, primos  |Verrugas en pies y Neumonia, crisis convulsiva y otitis
9 segundos. |manos.
Mes(es)
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Consangui

Paciente | Edad | Sexo -neidad Exploracion fisica Infecciones Aislamientos Otras caracteristicas
. Diarreico y febril, panoftalmitis con desprendimiento
. Sl Coprocutliuvo: Pseudomonas|de retina, perforacion ocular ameritando evisceracion
T ETELE B 17 PEAILEETER e SP . de ojo dérecho erforacion intestinal, reseccion
11 6 meses| F Negativa |furunculosis de cuero epsis por ' . de 0jo -0, PErtg : p
. Hemocultivo con desarrollo  |intestinal e ileostomia, abscesos y lesiones cutaneas,
cabelludo. candida/panoftalm . . A
itis de Candida Albicans. d_esnu_trlcmn, Retraso en neurodesarrollo y soplo
' sistolico.
Hivertrofia. amiadalas Sindrome de supuracion pulmonar, neumonias
P » amiga complicada, bronquiolitis, térax patrén en vidrio
grado Il no exudativas, I | | i - | .
abdomen con Id'esplu |_dc; b|_ ateral, con datos de_ |bro_5|s, atelectasias de
~ - timpanica izquierda sinopulmonares de|Stafilococcus aureus, ronica supur ' S '
12 15afios| M Negativa L : sinusitis cronica, sangrado de tubo digestivo,
perforada, campos repeticion, H pylori. . - o
ulmonares con estertores  |neumonia viral p{angastrop_atla erosiva gevera,bulbodu_ogignltls no ‘?'“'af'
pruesos transmitidos. dedos ’ hiato de Hill I, fiebre, diarrea, desnutricion, Deficiencia
9 - - de anticuerpos especifica a antigenos polisacaridos de
en palillo de tambor piel con S
. ; neumococo post vacuna por lo que inicia
xerosis generalizada. - L
gammaglobulina mensual sustitutiva.
1afo5 .S" A_ume_nto (_je volumen a De vias Rinorrea, tos, vomito, diaforesis, neumonia, reflujo
13 F Primos  |nivel inguinal derecho y - . No P A
meses respiratorias gastroesofagico y fiebre.
hermanos |Broncoespasmo.
L . Epidermodisplasia verruciforme, granuloma anular,
. . Infeccidn de via - DO P
Lineas Denni Morgan y aérea prurito nasal, otitis, rinitis alérgica, dermatitis atdpica,
14 13 afios| M Negativa |campos pulmonares con Encefali tis vor No hiperreactividad de la via aérea, verrugas vulgares,
estertores gruesos. P pilomatrixomas, dermatitis seborreica y fiebre. Neuritis
VHS 6 o '
oOptica y encefalitis por VHS 6.
Presencia decrecimiento S
11 . amigdalino, abundante Neumonia viral y VSR, Cand|d_|a5|s, . |Pielonefritis derecha, reflujo vesicoureteral grado Il
15 F Negativa o, . . IVU, urocultivo con E. Coli . e :
meses secrecion mucosa, hernia  |bacteriana. L bilateral y otitis media no supurada.
MR multiresistente, VSR.
inguinal derecha.
Palidez generalizada, . . . . . -
16 9meses| F Negativa |dermatitis localizada en el  |Chogue séptico. Coprocultivo: rotavirus Diarrea, deshidratacion, mala perfusion, choque

térax anterior.

positivo, Dengue.

hipovolémico y gastroenteritis.
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~ o o |nlwi |~ |Paciente

o

10

11

12
13
14
15
16

Linfo
citos

2100
1864

1600
3370

854
2204
1178

2805
1744
1122

14118

818
1620
1627
4252
1726

CD3* CD4* CD8" CD19 CD16"/56

1460
1558

767
1186

284
1278
624

1978
942
595

8047

589
211
1545
2636
794

720
993

445
550

74
824
443

1266
575
101

5311

230
160
39
1819
691

Subpoblaciones

640 | 160
549 95

292 | 137
558 | 1428
196 | 114
435 | 286
170 | 183
554 | 561
324 | 620
428 | 146
2092 | 3388
318 65

21 | 1134
1483 | 41

738 | 595
32 552

Tabla 6. Resultados de laboratorio.

. [ CD4* CD4
RA RO
220
165
126
212 397 | 105
302 11 | 52
419
177
112
145 405 | 98
396 11 | 86
1835 | 3452 | 956
82 16 | 202
82 8 | 144
5 2 | 37
729 1310 | 382
345 345 | 187

Fenotipo

TBNK?
TBNK”?
TBNK”?
T"B'NK™
TBNK?
TB'NK"
TB'NK"
T-B"NK -
TB'NK"
TB'NK"

T"B'NK™

PMA

110
129

81
130

67
122

64

97
177

81

Linfoproliferacion %

PHA

127
145

49
95

79
105

131

140
102

92

TBNK® CD4 81 59

T B'NK"
T B'NK"
T"B'NK”
TBNK”?

51

CD8 130 | 81
73 57
166 65
111 132

CD4 | 114 | 78

CD8 | 75 99

Anti-CD3/ | Anti-

Anti-CD28 | CD3
102 100
142 106
60 67
110 114
76 79
116 119
170 171
114 113
122 120
113 147
85 83
94 95
80 68
70 53
132 111
100 100
105 107

Normales
Normales

IgM 30.4, baja
Normales

IgA 3.1 baja, 1gG
235 baja.

IgG 128 baja,
IgM 9.59 baja.
IgM 24.38, bajo,
1gG 165.7 bajo.

IgE 403.18, alta
1gG 1687.5, alta
IgM 245.7 alta.
1gG: 2520, alta
IgA: 44.2, baja.
IgE baja.
Inmunoglobulinas
en limite bajo.
IgE 40, alta.

IgE 51.9 Alta.



6. ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 Historias clinicas

Se analizaron 16 pacientes, 4 (25 %) del genero femenino y el resto (75 %) masculino. El
rango de edad va de 1 mes hasta 15 afios todos con sospecha clinica de CID, solo 3 de ellos
tienen padres consanguineos, en los tres casos se trata de primos segundos.

En los 16 pacientes se aislaron 22 tipos de agentes infectantes, siendo el 23 % virus, el 9 %

hongos y el 68 % bacterias, de estas el 33 % fueron Gram (+) y 67 % Gram (-).

Agentes infecciosos

Hongos
9%

Figura 17. Agentes infecciosos.
Se observa mayor incidencia en las infecciones bacterianas Gram -.

De estas las mas frecuentes fueron: Candida, Pseudomonas aeruginosa, E. coli, y S.aureus

Agentes infecciosos mas frecuentes

15

13

11

9

7

5 -

is = Rm

1 - - I B e .
Candida E. coli S aureus B. cepacia Otras
spp aeruginosa ep/derm/d/s

Figura 18. Frecuencia de agentes infecciosos. Candida spp. Se presento en 5 de los 16 nifios.
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Esta informacion se obtuvo de WINLAB (Base de datos de laboratorio de rutina), del INP.

6.2 Linfoproliferacion

La ESID realiza reuniones anuales, en 2012 se realizo en Florencia y se presento una tabla
en la cual se descride la dismunucion de la respuesta inmune celular con distintos
mitogenos dependiendo la mutacion que causa la CID, sin embargo esto no esta publicado
en ningun articulo.

Tabla 7. Reporte de la disminucion de la respuesta inmune a mitdgenos

Mutacion | Mitogeno | . PMA+ PHA Anti-CD3"
ionomicina
CD3y + 3 I
TCRa ND 11 11
LCK + 3 3
ZAP70 n 1l 1l
ITK ND Normal !
ORAI1 + | m
STIM1 n | 1l
MAGT1 + ND !
MST1/STK4 + | |
DOCKS ND ND |

En el presente estudio se realizo la linfoproliferacion in vitro con 4 estimulos ya que cada
uno activa diferentes vias y estas se ven afectadas de forma diferente dependiendo la

mutacién que cause la CID.

6.2.1 PMA con ionomicina.

El mitogeno forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) es un potente agente policlonal,
conocido para inducir la sefializacion y la subsiguiente la produccion de citocinas. PMA es
analogo de diacilglicerol, mediador de la via de sefializacion intracelular PKC, su
activacion con PMA puede activar cinasas efectoras de MAPK, como ERK1/2.

La lonomicina estimula la liberacién de Ca®* este induce la activacion de calcineurina y
estimula la transcripcion de los genes. PMA, en conjuncién con ionomicina, actuar
preferentemente sobre el crecimiento y la proliferacion de células del sistema inmune y

estimulan la produccion intracelular de las citocinas IL2 e 1L4 (Crawford, 2014).
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6.2.2 Fitohemaglutinina (PHA)

La fitohemaglutinina (PHA) se obtiene a partir de diferentes variedades de frijol
pertenecientes a la especie Phaseolus vulgaris, es una proteina que presenta una potente
actividad mitogénica, estimula la actividad metabdlica, la division celular, también es capaz
de aglutinar distintos tipos de células, tales como eritrocitos y leucocitos. Esta comprende 5
glicoproteinas tetraméricas, isolectinas formadas por 2 polipéptidos (L=leucocito y
E=eritrocito) en combinaciones L4, L3E1, L2E2, L1E3, E4. Las subunidades tipo E, son
responsables de la eritroaglutinacion, pero muestran poca actividad mitogénica o ninguna.
Las subunidades L confieren propiedades leucoaglutinantes a la proteina nativa y tienen la
maxima actividad estimulante de la mitosis. La isolectina L4 tiene una actividad mitogénica
y leucoaglutinante potente, mientras que las isolectinas, L3E2 y LE3, presentan actividad
leucoaglutinante y eritroaglutinante proporcionales a las cantidades de subunidades E y L
(Ruiz, 2005; Hernandez, 1999).

La subunidad L tiene una alta afinidad por los receptores de la superficie de linfocitos pero
poco para eritrocitos y es responsable de las propiedades mitogénicas de los isolectinas. La
Fitohemaglutinina tiene el potencial para inducir contactos méas estrechos entre las
membranas de las células adyacentes; se trata de un acetilgalactosamina/galactosa lectina

N-azUcar especifica con una amplia variedad de actividades bioldgicas (Movafagh, 2011).

La PHA es un mitdgeno que promueve la activacion de las células linfoides por medio de la
estimulacion, entre otros, de la maquinaria de transduccion de sefiales del receptor de
células T TCR provocando a su vez la proliferacionpoliclonal de los linfocitos. La
inespecificidad de los mitdgenos policlonales reside en que generan activacion de mas de
una via de transduccion de sefiales, a partir de su interaccion con mas de una molécula

implicada en dicho proceso (Canda, 2007).
Como ya se menciono Roifman y colaboradores, en 2012, publicarén que la proliferacién

in vitro de las células T en respuesta a PHA se reduce casi universalmente en pacientes con

SCID, sin embargo en CID eran variable y se estimo que la respuesta a este mitogeno en
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pacientes con CID es menor a 50 %, aun que algunas mutaciones causantes de CID como la
deficiencia de MHC-II la respuesta fue normal.
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Figura 19. Grafica de la respuesta a PHA en donde se muestra el corte de respuesta
menor a 50 % en la mayoria de los casos de CID (Roifman, 2012).

6.2.3 Anti-CD3"

El anticuerpo monoclonal OKT3 reacciona con un epitopo en la subunidad & dentro del
complejo CD3 humano. Las cadenas de subunidades CD3, vy, & y € son necesarios para el
montaje correcto y la expresion en la superficie del complejo TCR. La reticulacion de TCR

inicia una via bioquimica intracelular que resulta en la activacion y la proliferacion celular.

6.2.4 Anti-CD28"

La moléculas coestimuladoras CD28 es un homodimero de de 44 kDa, miembro de la
superfamilia de las inmunoglobulinas (1g), su expresion aumenta en presencia de productos
microbianos (endotoxinas) y citocinas como el Interferon gamma (IFNy), todo esto para

que la respuesta de los linfocitos se inicie en el lugar y el momento oportuno.

Se han demostrado que CD28 es la principal molécula coestimuladora expresada en
linfocitos virgenes, ya que las sefiales mediadas por esta, aumentan la sintesis de citocinas,

especialmente del factor de crecimiento autocrino IL2.
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Esta elevacion puede ser consecuencia de la activacion de mecanismos inductores de la

transcripcion y la estabilizacion del RNA mensajero de IL2.

La interaccion CD28-B7 induce la fosforilacion de las tirosinas de su dominio
intracitoplasmatico, permitiendo asi el reclutamiento y la activacion de las GTPasas de
pequefio tamafio Rac y CDC42, las cuales activan la cinasa activada por p21 (PAK), que a
su vez activa la cascada de las MAP cinasas, y causa una posterior sintesis de IL2. Otra
molécula con funciones coestimuladoras es la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI13K), la cual se
encuentra asociada al dominio intracitoplasmatico de CD28 y se relaciona con la
serina/treoninacinasa Akt (también conocida como proteina cinasa B o PKB) (Fernandez,
2006).

6.2.5 Anti -CD3"/CD28"

Cuando Anti-CD3 entrega una sefal proliferativa fuerte a través del complejo receptor de
células T (sefial 1), pero en ausencia de sefiales coestimuladoras adicionales (sefial 2), la
resultante la proliferacion suele ir seguida de células T prematura apoptosis 0 anergia. Por
la inmovilizacion de anti-CD3 y anti-CD28 para entregar simultdneamente la sefial 1 y un
co-estimuladora la sefial 2, la proliferacién se puede aumentar sin provocando la muerte
celular temprana. En consecuencia, al tener ambos estimulos se obtiene la proliferacion de
linfocitos (Li, 2010).

Notarangelo (2010) reporta la alteracion en la linfoproliferacion in vitro al ser estimulados
con Anti-CD3" y Anti-CD3*/CD28" en inmunodeficiencias combinadas.

Al estimular con estos mitdégenos se busca orientar el diagnostico hacia CID asi como la
mutacion que la causa basandonos en la respuesta inmune celular desencadenada tras en
estimulo. De los 16 pacientes analizados 4 no proliferaron con PHA, 2 de estos tampoco
con Anti-CD3", todos proliferaron con Anti-CD3"/CD28*. Al correlacionar con las

subpoblaciones e historia clinica se oriento el diagnostico hacia CID en los 4 casos.
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Para orientar la sospecha diagnostica se clasificaron dependiendo sus resultados de

laboratorio (Figura 21) y se analizaron individualmente correlacionando sus historia clinica

y evolucidn, apoyandonos en el algoritmo diagnostico (Figura 11 y12).

Pacientes con sospecha de CID.

Linfoproliferacion disminuida
y subpoblaciones alteradas.

!

Pacientes: 3,12, 13y 14.

\%

Linfocitos menores a 500:

Paciente 13
SCID

Se oriento el diagndstico

hacia CID en los pacientes:

2,5,6vy 16.

Linfoproliferaciéon normal

Pacientes: 1, 2,4,5, 6, 7, 8,
9,10, 11, 15y 16.

/\

Subpoblaciones
alteradas

Subpoblaciones
normales

}

Pacientes: 1, 2, 5, 6,

7,8,9,10,y 16.

!

Pacientes:
4,11y 15.

Se descarto CID en los pacientes:
1,4,7,8,9,10,11y 15.

Pacientes con inmunodeficiencias primarias
diferentesa CID: 4, 8, 10y 11.

Figura 20. Diagrama de la organizacion del andlisis segun datos de laboratorio.
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6.3 Correlacion de historias clinicas con datos de laboratorio
6.3.1 Pacientes con linfoproliferacion y subpoblaciones alteradas

Paciente numero 13, femenino de afio y medio, sus padres son primos hermanos y habitan
en una comunidad endogamica, quien presenta infecciones recurrentes desde los 3 meses de
edad. Su inmunofenotipo es T~ B* NK™ y presenta IgE baja. La linfoproliferacion se
encuentra disminuida con los estimulos PHA (57 %) y Anti-CD3" (68 %).

PMA 25 ng/mL + ionomicina 1 ug/mL Fitohemaglutinina 10 ug/mL Anti CD3 C28 Anti CD3
100 100 100 100
Qo 80 80 80
=
-9507 507% 504 507%
=]
T
O 40 404 404 404
20 20 20 20
0 0 0 0

Tt et T " Tt o T ; Tt o e ; Tt o e ;
10° 10! 10” 10° 10t 10° 10 10” 10° 10* 10° 10 10” 10° 10" 10° 10 10” 10° 10
FITC-A FITC-A FITC-A EITC.A
CO3T R Urias Hemandez Manza M2 Bos 320 | 0> [IIER Urias Hemandez Maritza_M3 fos 275 | CP3*[ M8 urias Hemandez Maritza_W4 fcs 279 | CD3+| M Urias Hemandez Maritza_M.fcs 291
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Figura 21. Histograma del estudio de linfoproliferacion. En gris solido se observa la
muestra sin estimular y en linea negra la respuesta a los estimulo. Se observa
disminucion con PHA (flecha morada) y con Anti-CD3" (flecha rosa).

Los LT del paciente fueron 211 celulas/uL, por lo tanto se trata de SCID TB'NK’, se
incluyo en el protocolo dado que se referian 900 linfocitos/uL en biometria realizada en el

Hospital Infantil de Chihuahua.

El paciente niumero 3 masculino de 8 meses producto de la segunda gesta, prematuro de
32 semanas, con antecedentes familiares de un hermano mayor que fallece a los 4 meses
por neumonia y choque cardiogénico. Este paciente presenta dismorfias 6seas (Figuras 23,
24 y 25), ganglios linfaticos y amigdalas hipoplasicas, infecciones de repeticion, linfopenia
y disminucion de CD3", CD4", CD8" y CD19", asi como baja concentracion de IgM.
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Figura 22. Radiografia que muestra hipoplasia radio bilateral (en azul). Mano
zamba cubital bilateral (rojo). Ausencia de la falange media de los dedos en ambas
manos.

Figura 23. Radiografia donde se observa Metastasis ensanchada (verde), Epifisis de
femur hipoplasica bilatera (amarillo).

59



Imagen 24. Radiografia donde se observa Sindactilia.

El estudio de linfoproliferacion mostré disminucion en la respuesta, pero no ausente a
PHA.
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Figura 25. Histograma del estudio de linfoproliferacion. En gris solido se observa la

muestra sin estimular y en linea negra la respuesta a los estimulos. Se observa
disminucion de PHA (Flecha naranja).
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Con la informacion recabada se tiene la sospecha diagnostica de Displasia inmuno-6sea
Schimke (SIOD) este es un trastorno multisistémico autosémico recesivo causada por
mutaciones bialélicas en SMARCALL, esta codifica una proteina homdloga a la sacarosa
no fermentadora tipo 2, proteinas de remodelacién de cromatina; funciona como una
helicasa de recocido de DNA (Kshamta, 2009).

Los hallazgos tipicos de SIOD son displasia espondiloepifisiaria con crecimiento
desproporcionado y facies tipica, sindrome nefrotico con glomeruloesclerosis focal y
segmentaria (GSF) e insuficiencia renal progresiva, linfopenia recurrente,
inmunodeficiencia de células T, y presencia de nevus. Otras caracteristicas incluyen el
hipotiroidismo, isquemia cerebral episddica y falla de médula désea. El fenotipo SIOD
puede variar de una variante severa con aparicion en el Gtero a una forma mas leve con

inicio mas tardio (Santangelo, 2014).

Los hallazgos radiograficos, que aparecen con frecuencia dependen de la edad,
comunmente incluyen vértebras aplanadas (platispondilia) y epifisis femorales displasicas.

La inmunodeficiencia y la funcion timica en pacientes SIOD no se entienden claramente,
pero se ha encontrado disminucién en los TRECs e inmunodeficiencia de células T, que
surgen de la pérdida de la funcion de la enzima SMARCALL que resulta en defectos en la

proliferacion celular (Lev, 2009).

Se sugiere realizar diagnostico diferencial con deficiencia de PGM3.

Paciente nimero 12 masculino de 14 afios con deficiencia de anticuerpos especifica a
antigenos polisacaridos de neumococo post vacuna, infecciones recurrentes y
esplenomegalia, se realizd la tincion de CD4'y CD8" por separado y se observo
disminucion de la respuesta a PHA en los linfocitos CD4" y en las subpoblaciones
identifico el inmunofenotipo TB'NK".
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Flgura 26. Hlstograma del estudlo de Ilnfoprollferacmn En grls solido se observa la
muestra sin estimular y en linea negra tras 5 dias con el estimulo. Arriba los
linfocitos CD3CD8" y abajo los linfocitos CD3*CD4™ estos Gltimos se encuentran

disminuidos tras ser estimulados con PHA (flecha azul).

Paciente nimero 14 masculino de 13 afios, quien desde los 7 afios de edad presenta
infecciones de repeticion, presenta dermatosis por verrugas y se aislo VPH de estas, tras
sospecha de ID se le administra gamaglubulina IV y se ve mejoria. Al realizarle las

subpoblaciones se encontré la relacion CD4*/CD8" invertida.

En la linfoproliferacién se observd, disminucion en la respuesta a PHA (65 %) y Anti-CD3
(53 %).
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Figura 28. Histograma del estudio de linfoproliferacion. Se observa la disminucién en PHA
(fecha verde) y en Anti-CD3" (flecha rosa).

Basandonos en estos resultados, se propone diagnéstico de deficiencia de DOCKS, esta es

autosomica recesiva, DOCKS8 es un miembro de la superfamilia Dock180 de intercambio
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de nucle6tidos de guanina, aunque puede detectarse en varios tejidos, los niveles mas altos
de expresion se han demostrado en LT y B.

Las manifestaciones clinicas de pacientes con esta deficiencia son, eczema en > 90 % de
los pacientes, relacionado con alergias, los pacientes estan en muy alto riesgo de contraer
infecciones virales cutaneas y mucosas, incluyendo infeccién recurrente por herpes simple,
molusco contagioso Y las verrugas. Se han observado dismorfismos faciales y retencion de
los dientes. Tienen un mayor riesgo de tumores malignos, incluyendo carcinoma de células
escamosas (a menudo asociado con infeccion por VPH), linfoma y leiomiosarcoma.
Presentan niveles de IgE en suero marcadamente elevada, eosinofilia y linfopenia en un
grado variable, en algunos casos afectan células CD4" y CD8" y en otros casos hay
predominio de linfocitos CD4", con una disminucion marcada células CCR7" y CD45RA".
Las células de pacientes con deficiencia de DOCKS8 no logran proliferar en respuesta a la
estimulacion CD3/CD28, y este defecto no se corrige por adicion exdgena de IL2, sin
embargo, algunos estudios han documentado la proliferacion normal de la totalidad o de
sdlo los linfocitos CD4" (Notarangelo, 2014).

6.3.2 Pacientes con subpoblaciones alteradas y linfoproliferacion normal

El paciente nimero 5 masculino de 1 afio, quien a presentado numerosas infecciones y un
numero bajo de linfocitos CD4"y CD8", sus niveles de IgA e IgG estan por debajo del valor
de referencia, durante su hospitalizacion se aislaron 8 agentes infecciosos diferentes, por lo
cual se sospecha de deficiencia de MHC-II, la literatura reporta que la linfoproliferacion en

nifios con esta deficiencia es mayor al 50 % en relacion con el control.

La deficiencia de MHC-II, es una enfermedad autosomica recesiva denominada
comunmente como sindrome de linfocito desnudo tipo Il, en esta el locus del gen MHC-1I
es normal, pero existen mutaciones en los genes que codifican la transcripcion de factores
necesarios para su expresion. La falta de este, da como resultado la maduracion defectuosa
y la activacion de los LT CD4", que a su vez conduce a la maduracion y activacion
defectuosa de los linfocitos B, y por lo tanto, presenta suceptivilidad a infecciones asi como

a hipogammaglobulinemia y la falta de respuesta antigeno-especifico (Kallen, 2015).
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Figura 29. Expresion de MHC-Il en PBMC activadas con 100 ng/mL de LPS
durante 24 horas. En rojo se oserva el control de isotipo, en naranja la expresion de
HLA-DR y en azul la expresion de MHC-I11, al compararla con la del control esta
reducida notablemente.

El paciente niumero 16 femenino de 9 meses presenta datos clinico compatibles con
deficiencia de ZAP70, una forma autosomica recesiva de CID que se caracteriza por la
presencia de LT CD4" y una profunda linfopenia de T CD8", que conduce al fenotipo CD4"
CD8“ B* NK* CID con o sin la desregulacién inmune (Hauck, 2015).

La deficiencia de ZAP70 se describié en 1988, por Roifman y colaboradores, ellos la
describieron en indios menonitas, con deplecion selectiva de linfocitos CD8" tanto en la
periferia como en la médula y timo. Los linfocitos B no se ven afectados, y los niveles de

inmunoglobulina en suero son normales.
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Esta se debe a mutaciones en el gen que codifica la proteina tirosin kinasa ZAP70
localizado en el cromosoma 2, esta proteina esta asociada a la cadena zeta (£) del complejo
TCR/CD3 lo que provoca una sefializacion defectuosa mediada por el complejo TCR,
también comprometer la seleccion positiva de CD8", lo que causa la deficiencia severa de

linfocitos circulantes.

Los LT CD4" se generan y se exportan a la periferia; sin embargo, la respuesta proliferativa
a la estimulacion a través del TCR es disminuida y se han detectado niveles bajos de

TRECs en sangre periférica (Notarangelo, 2010).

Clinicamente se presentan con linfoma, enfermeda granulomatosa y lesiones psoriasicas en
la piel, existen mutaciones hipomorficasque afectan de forma diferente la supresion y la

funcién de los LT y por lo tanto resulta en un fenotipo clinico diferente.

La funcion de ZAP70 intacta no s6lo permite la generacién y funcién LT eficientes,
también mantener la homeostasis inmune y evitar la desregulacion inmune. Los
mecanismos por los que mutaciones en ZAP70 pueden causar desregulacion inmune puede
incluir anormalidades en la seleccidén negativa intratimica de clones autorreactivos y / o
alteracion de la funcion de las células Treg (Notarangelo, 2014).

Para aportar mas datos y realizar un mejor diagnéstico se realizaron las siguientes pruebas:

a. Diagnostico diferencial de deficiencia de MHC-1, ya que esta mutacion causa
deficiencia de linfocitos CD8".

b. Tincion intracelular de ZAP70, para apoyar el diagndstico de deficiencia de esta

proteina.

Los resultados de estas pruebas se muestran elas figuras 30 y 31.
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Figura 30. Histograma de la Tincién intracelular de ZAP70. A) Seleccién de
linfocitos. B) Control sano; C) Paciente. En rojo el control de isotipo, en azul y
amarillo la expresién de MHC-I. En este histograma se muestra que la paciente
expresa MHC-I en linfocitos, por lo tanto se descarta esta hipdtesis diagnostica.
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Figura 31. Tincion de ZAP70. A) Histograma donde se muestra la intensidad media
de fluoresencia. B) Dot plot donde se muestra la expresion de ZAP70 en células
CD8". C) Overlay de histograma que muestra control de isotipo en rojo, ZAP70 del

paciente en azul y dos controles sanos en amarilla.
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En este estudio se realiz6 la tincion intracelular de la proteina ZAP70, y se observa que la
paciente si expresa la proteina, aunque en una cantidad menor a la del control sano, ya que
la intensidad media de fluorescencia del control fue de 22.6 y la de la paciente de 11.9. Esto

se puede deber a una mutacion hipomorfica que permite la expresion residual de la
proteina.

La linfoproliferacion se realizo en linfocitos CD3* CD8" esta arroja valores normales.
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Figura 32. Histograma del estudio de linfoproliferacién. En gris solido muestra sin
estimular y en linea negra muestra estimulada. El resultado normal puede deberse a

la expresion residual de la proteina.
Con esta informacion el Hospital del nifio Morelense y la Universidad Auténoma del
Estado de Morelos decidieron realizar un Western Blot, para observar la expresion de la
proteina (Figura 33).

El paciente se encuentra actualmente en el protocolo de transplante en el Hospital 20 de
Noviembre, el Dr. Mario Cruz realizo la secuencia del genoma e identifico dos mutaciones

en ZAP70 que no han sido reportadas, también secuencio a los familiares y por ahora esta
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realizando experimentos bioquimicos para determinar el impacto de las mutantes en la via

de sefializacién del TCR.

<
&

IB: anti-ZAP-70

50 kDa P>
37 kDa P>

IB: anti-Beta actina

Lisados totales obtenidos a partir de Blastos
expandidos con PHA e IL-2 100 U/ml

Figura 33. Western Blot de la proteina ZAP70. A la derecha muestra de la paciente,
esta se observa disminuida. Imagen proporcionada por el Dr. Mario Cruz.

Paciente numero 2 masculino de 3 meses, producto de la segunda gesta, madre aborta
primer producto, el paciente presenta infecciones recurrentes y microcefalia, por lo cual es
evaluado como probable CID. Los estudios de laboratorio del paciente arrojan ndmero
indetectable de TRECs, inmunofenotipo T B NK", la linfoproliferacion no es menor al
50 % sin embargo se observa disminuida. Se realiz6 estudio de fragilidad cromosémica,
encontrandose alterado. Siguiendo el algoritmo diagnostico se sospecha de deficiencia de
DNA ligasa IV o deficiencia de Cernunos pero estas mutaciones se buscaron en el DNA del

paciente y no fueron encontradas.

Haciendo un analisis en conjunto con su inmunofenotipo y sus caracteristicas clinicas se
orienta el diagnostico hacia Sindrome de Nijmegen este es causado por un defecto de
reparacion de DNA y causa esta inmunodeficiencia combinada con caracteristicas

sindrOmicas.
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Sindrome de Nijmegen (NBS) es un trastorno austosomico recesivo, causado por
mutaciones hipomorficas en NBS1 (Nibrin); trastornos de ciclo celular, punto de control y
la reparacion de la rutura de DNA de doble cadena. Se asocia con diversas caracteristicas
clinicas, principalmente con disfuncién inmune celular y humoral, radiosensibilidad, la

inestabilidad cromosomica y una predisposicion al cancer.

Se caracteriza por la presencia de rasgos faciales dismorficos que les dan apariencia de
“pajaro”, microcefalia y retraso del crecimiento. Mientras que el fenotipo clinico es
variables, los nifios mas afectados tienen infecciones sinopulmonares bacterianas que puede

conducir a bronquiectasias.

La hipogammaglobulinemia es comdn, en particular la deficiencia de IgA e 1gG. La
linfopenia va de leve a moderada con deteriorado en las respuestas proliferativas a
mitdgenos in vitro y ocasionalmente se han registrado fendmenos autoinmunes (Gennery,
2000).

Paciente nimero 6, masculino de 1 mes, con linfopenia e inmunofenotipo TB*NK", los
resultados de la linfoproliferacién son mayores a 50 %, sin embargo esta se observa

disminuida.

Presenta cardiopatia congénita, aplasia de timo e hipocalcemia, por lo cual se orienta el
diagnéstico a Sindrome de Di George esta enfermedad esta clasificada como
inmunodeficiencia combinada con caracteristicas sindromicas, es causado por delecion de
genes contiguos en el cromosoma 22q11.2 o mutaciéon del gen, TBX1, que codifica un
factor de transcripcién critico para el desarrollo de timo y estructuras embrionarias
adyacentes (Tasher, 2012).
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Figura 34. Histograma del estudio de linfoproliferacion. En gris solido muestra sin
estimular y en linea negra muestra estimulada. Se observa disminuciéon aun que es
mayor al 50 %.

6. 3.3 Pacientes con inmunodeficiencias primarias diferentes a CID

Paciente namero 4: masculino de 1 afio quien presenta crisis febriles, neumotorax,infarto
cerebral en territorio de la arteria cerebral media, Neumonia por VSR y meningitis
tuberculosa, por lo cual se sospecho de sindrome de susceptibilidad mendeliana a las
infecciones micobacterianas (MSMD, por sus siglas en inglés Mendelian Susceptibility to
Mycobacterial Diseases) esta es una inmunodeficiencia primaria atipica en la que las
personas afectadas enferman con mas frecuencia por infecciones con BCG (bacilo de
Calmette-Guérin, cepa vacunal de M. bovis), micobacterias ambientales (normalmente
debaja virulencia) y Salmonella extraintestinales, sin tener predisposicién a desarrollar
otras infecciones. Se debe a defectos en la inmunidad mediada por IFNy, las mutaciones
conocidas que causan MSMD abarcan a los genes que controlan la produccion de IFNy
(IL12B e IL12RB1) o la respuesta a esa citocina (IFNGR1, IFNGR2 y STAT1), por lo cual
recientemente se propuso el término mas general e inclusivo de “errores innatos en la

inmunidad mediada por IL12/IL23 e IFNy” (Pedraza, 2007).
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Para confirmar esta sospecha se es necesario secuenciar y encontrar la mutacion.

Paciente nimero 8 masculino de 4 meses con cardiopatia congénita asi como sepsis por
pseudomonas, citopenia, presenta el inmunofenotipo T B+NK" y bajas concentraciones de
IgM e IgG. La citopenia se corrigio y su evolucion fue buena, por lo que el diagndstico se
oriento hacia Hipogammaglobulinemia transitoria de la infancia es una e inmunodeficiencia
primaria, clasificada como deficiencias predominantemente anticuerpos, habitualmente se
presenta en menores de cinco afios (90 %), del género masculino (60-80 %), con una
incidencia global de 1 en 10 000 nacidos vivos, la cual se produce por un defecto en la
sintesis de uno o mas isotipos de inmunoglobulina durante los primeros afios de vida, de
caracter autolimitado, transitorio, etiologia desconocida, se caracteriza por una disminucion
de la 1gG sérica hacia el cuarto o quinto mes de vida hasta los 18 a 24 meses, con IgA
normal o baja y una IgM normal (Bobadilla, 2013). Al paciente se le administrara

Gamaglobulina sustitutida hasta el afio de edad y se retomara el caso.

Paciente nimero 10 masculino de 15 afios, sus padres son primos segundos, el paciente
debuta con neumonia a los 5 afios y a los 6 afios desarrolla verrugas en ambos pies, estas
son tratados sin éxito y aumentan de tamafio hasta abarcar todos los dedos y plantas, a los
14 anos refiere se han diseminado a piernas y manos. Actualmente presenta linfopenia y su
inmunofenotipo es TB*NK". Se sospecha de Epidermodisplasia verruciforme esta es una
inmunodeficiencia primaria clasificada como defecto de la Inmunidad Innata,se caracteriza
por una susceptibilidad inusual a la infeccién con ciertos tipos de virus del papiloma
humano y una propension a desarrollar tumores malignos de la piel. Se han demostrado

defectos parciales en la inmunidad mediada por células en esta enfermedad.

Es un trastorno genético autosémico recesivo del sistema inmunoldgico que se manifiesta
por una mayor susceptibilidad a virus del papiloma humano (VPH) a partir de los primeros
anos de vida, se debe a mutaciones en el EVER1, EVER2 o0 genes en el cromosoma 17q25.
La mayoria de estos son VPH 5 y 8; raramente se trata de VPH 14, 17, 20 y 47, todos

tienen potencial oncogénico.
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Las caracteristicas clinicas son la erupcion de maéculas, pitiriasis versicolor, papulas y
verrugas planas, que se asocian con un alto riesgo de piel cancer en &reas expuestas al sol.
Las lesiones iniciales a menudo ocurren en infancia. Otras lesiones cutaneas benignas son

maéculas y placas queratosis seborreica (Patel, 2010).

Se debe realizar un diagnostico diferencial con otras inmunodeficiencias primarias que

provocar suseptivilidad a virus como son: deficiencia de RhoH o de GATAZ2.

Paciente numero 11 femenino de 6 meses, a los 3 meses de edad le realizan envisceracion
del ojo derecho bebido a infeccion, le realiza laparoscopia e lleostomia secundaria a
perforacion intestinal, present6 también ulceras en extremidades inferiores con presencia de
conejeras, asi como neutropenia persistente. NK y CD45R0O elevadas Ig y neutropenia. Se

realizarén BH seriadas en doce ocasiones (tabla 7 y figura 35).

Tabla 7. BH seriada de paciente 11. Abreviaturas: Hb Hemoglobina, HCT
hematocrito, VCM Volumen corpuscular medio, CHCM Concentracién media de

hemoglobina.
# | Leucocitos | Neutrdfilos | Linfocitos | Monocitos | Eosinofilos | Hb | HCT | VCM | CHCM | Plaquetas

10%/uL 10%/uL 10%/uL 10%/uL 10%uL | gidL | % fL pq 10%/uL
1 5.7 1.0 4.0 0.5 0.1 12.8138.3| 86.6 | 28.9 489
2 5.3 1.3 3.5 0.4 0.1 12.3|37.6| 87.2 | 28.6 535
3 6.2 1.7 3.6 0.7 0.1 12.8139.0| 87.9 | 28.8 543
4 7.8 1.3 5.4 0.9 0.1 13.0{39.2| 87.5| 29.0 432
5 6.9 1.7 4.2 0.9 0.2 12.7| 38 | 87.3 | 29.2 504
6 6.9 1.6 4.4 0.7 0.1 12.9(37.1|87.1| 30.3 494
7 3.8 0.5 2.6 0.7 0.1 12.2136.8| 87.8 | 29.2 412
8 9.1 15 6.9 05 0.1 12.9139.6| 89.3 | 29.0 519
9 7.9 0.9 6.2 7.1 ND 119 36.7| 90.5 | 295 457
10 10.5 2.1 7.5 0.9 ND 12.0|37.3| 90.1 | 29.1 339
11 5.6 0.6 3.9 0.7 0.4 10.1|32.0| 88.9 | 28.0 457
12 4.9 0.4 3.9 0.3 0.3 106 |32 |87.0 |28.8 468
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Figura 35. Neutrdfilos paciente 11. Se observan las oscilaciones en los neutroéfilos del

paciente 11.
Su diagnostico se orienta hacia neutropenia ciclica, es una enfermedad Autosémica
Dominante, su base molecular reside en un defecto intrinseco de la granulopoyesis
localizado en el cromosoma 19p13.3 donde se encuentra el gen de la proteina elastasa del
neutrofilo (ELA2). Estas mutaciones del gen ELA2 inducen una apoptosis intramedular
acelerada en estadios muy precoces de maduracion del neutréfilo provocando periodos
regulares de neutropenia en sangre periférica, aproximadamente cada 21 dias. En ocasiones,
otras ceélulas sanguineas como las plaquetas o los glébulos rojos pueden mostrar

oscilaciones (Ortiz y Pulley, 2007).

Este trastorno se puede manifestar a cualquier edad, aunque se diagnostica en un 80 % en
edad pediatrica. Durante el periodo neutropénico el paciente puede cursar con fiebre,
estomatitis, gingivitos, periodontitis, faringitis, lesiones dérmicas tipo pustulas y celulitis.
Los cuadros graves se manifiestan con mastoiditos, neumonia, ulceraciones vaginales y
rectales (Posada, 2002).
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6.3.4 Paciente en los que se descarto el diandstico de CID.

Tabla 8. Pacientes en los que se descarta inmunodeficiencia.

Paciente Diagndstico
1 Panhipopituitarismo
7 Cardiopatia congénita
9 Leucemia aguda mielobléastica
15 Reflujo vesicoureteral

El paciente 15 present6 subpoblaciones normales, el paciente 9 presenta alteraciones en la
subpoblaciones debido a su enfermedad. Los pacientes 1y 7 mostraron alteraciones debido
a procesos infecciosos que cursaron, cuando estos se remitieron las subpoblaciones se
normalizardn ya que las enfermedades que padecen no son causadas por defectos en el

sistema inmune.

En el presente estudio, se evalud la respuesta inmune celular de 16 pacientes con sospecha
de CID, en el 50 % de estos el diagndstico se oriento hacia CID, sin embargo solo el 25 %
(pacientes 3, 12, 13 y 14) presento disminucién en la linfoproliferacion y alteracion en las
subpoblaciones, el otro 25 % ( pacientes 2, 5, 6 y 16 ) presentaron linfoproliferacién
mayoral 50 % con respecto al control y subpoblaciones alteradas, en el caso del paciente
numero 5 con sospecha de deficiencia de MHC-I1, esta reportado por Rifman (2012) que la

linfoproliferacion en nifios con esta deficiencia es normal.

En el paciente numero 16 se sospecha de una mutacién hipomorfica que permite la
expresion residual de la proteina ZAP70 por lo cual su linfoproliferacion es mayor al 50 %
y los pacientes 2 y 6 presentan inmunodeficiencias combinadas asociadas a sindromes y no

hay estudios que demuestren que no proliferen.
El 25 % (pacientes 4, 8, 10, y 11) de los pacientes se encontré con inmunodeficiencia

primaria diferente a CID, estos pacientes mostraron linfoproliferacion normal y 2 de ellos

sobpoblaciones alteradas.
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El 25 % (paciente 1, 7, 9 y 15) restante no presento ninguna inmunodeficiencia, su
linfoproliferacion fue normal y las supboplaciones se vieron alteradas en 3 pacientes esto

debido a procesos infecciosos que cursaron los pacientes.

No todos los pacientes con CID presentan disminucion en la linfoproliferacion en respuesta
a mitogenos, como es el caso de la deficiencia de MHC-II, por lo que el resultado normal
de esta no descarta el diagnostico. Las subpoblaciones alteradas pueden deberse a fuertes
procesos infecciosos, por lo tanto tampoco se pueden tomar como una prueba definitiva
para orientar el diagndstico hacia CID. Si se realiza una evaluacion completa del paciente
incluyendo la historia clinica y las pruebas de laboratorio es posible orientar el diagnostico

de forma acertada hacia CID o bien descartarlo.

A lo largo del estudio se observa que la linfoproliferacion fue muy variable ya que no esta
disminuida por debajo del 50 % en todos los pacientes con CID, por lo que se sugiere se
realice en una cohorte mas grande para poder determinar estadisticamente cual es el valor

de linfoproliferacion normal ideal o bien confirmar que este valor es (til.

Con estos estudios coorroboramos la variabilidad con la que se presenta esta enfermedad,
motivo por el cual es dificil de diagnosticar, se debe dar seguimiento a las caracteristicas
inmunoldgicas de los pacientes con sospecha de SCID o CID, para para lograr conocer su

comportamiento clinico y en un futuro identificar factores de pronostico.

Se realizd la extraccion de DNA de todos los pacientes y se espera se puedan secuencias
para dar un diagnostico definitivo, ya que las linfoproliferacién y las subpoblaciones si
ayudan a orientar el diagnostico, pero no se puede dar un diagnéstico definitivo sin una

prueba genética que demuestre la mutacion.

El diagnostico precoz de CID es de suma importancia para la salud y calidad de vida del
paciente, ya que al se detectada de forma temprana tiene mejores prondsticos de trasplante
y se puede inicia tratamiento profilactico que ayude a disminuir las consecuencias de estas

inmunodeficiencias.
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7. CONCLUSIONES

La presencia de linfocitos no descarta CID, pero en la mayoria delos casos estos no son
funcionales, por lo tanto es necesario evaluar la funcion de estos mediante el estudio de

linfoproliferacion in vitro.

Con la linfoproliferacion in vitro con los mitdgenos PHA, anti-CD3"/anti-CD28 y/o anti-
CD3" conocemos si los linfocitos en circulacion son funcionales y por lo tanto podemos

orientar el diagnostico de CID.

Las subpoblaciones linfocitarias orientan en el diagndstico de CID vy el fenotipo de esta.

La linfoproliferacion no es una prueba definitiva para confirmar el diagndstico de CID, sin
embargo ayuda a orientarlo o bien descartarlo. El corte de 50 % para para considerar la
linfoproliferacion alterada, esta basado en la literatura, pero convendria realizar el estudio

en una cohorte mas grande para determinar el porcentaje ideal.

Con este protocolo se logré orientar el diagnéstico hacia CID en el 50 % de los 16
pacientes y al 25 % se le oriento hacia otro tipo de IDP. Se descarto del diagndstico en el

25 % de pacientes.
En la practica diaria la linfoproliferacion in vitro con los mitégenos PHA, anti-CD3"/anti-

CD28 y/o anti-CD3" y la determinacion de las subpoblaciones son Utiles en el diagndstico
de CID, pero no son pruebas suficientes para confirmar este.

77



APENDICE

Tincion de ZAP70

Se etiquetaron 4 tubos:

Paciente Zap70

Paciente control de isotipo

Testigo Zap70

Testigo control de isotipo,
Se colocaron 1 millon de células mononucleares aisladas por gradiente de densidad sobre
Ficoll-Paque y se agregaron 500 pL de buffer de lisis por tubo, e incubar 10 min a 37 °C.
Se lavo con 1 mL de PBS a 524 x g .Se permeabilizaron la células agregando
Cytofix/citoperm e incubar 20 min con hielo, se lavaron 2 veces con Saponina a 754 x g.
Se bloquearon con aBlock por 30 min y lavar 2 veces con Saponina. Se agrego el Ac
correspondiente: anti-ZAP70 (PE) clone 1E7.2 y control de isotipo: BD Simultest™
Control y2a clona X39 (FITC) /y1 (PE) clona X40 durante 40 min en hielo y obscuridad.
Se lavaron 2 veces con Saponina y se fijaron con PBS con paraformaldehido al 1 %. Se

leyeron en citémetro facs ARIA.

Tincion MHC-I11

Se etiquetaron 3 tubos: yy, MHC-I11, HLA-DR.
Se agregaron 30 uL, de sangre total a cada tubo y 500 pL de solucién de lisis de rojos, se
incubaron durante 10 min. Se lavaron con PBS 1x a 524 x g por 5 min. Se blogquearon las
células con aBlock por 30 min. Se lavaron 2 veces con PBS 1x.
Se agrego el Ac de superficie:

vy: BD Simultest™ Control y2a clona X39 (FITC) /y1 (PE) clona X40,

MHC-11: CD14+ (APC) clona M5E2, MHC-II (FITC) clona M5/114.15.2

HLA-DR: CD14+ (APC) clona M5E2, HLA-DR (FITC) clone G46-6

Se incubarén 40 minutos en obscuridad y se lavaron 3 veces con 1 mL de PBS 1x, se

fijaron con PBS con paraformaldehido al 1 % y se leyeron en citometro facs ARIA.
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