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Resumen

El estudio de las enfermedades diarreicas en pediatria es muy amplio, sin embargo, las
diarreas congénitas a pesar de ser conocidas como grupo desde hace mucho tiempo, siguen
siendo un tema poco estudiado. Se han descrito recientemente nuevas etiologias de este
tipo de enfermedades, tal es el caso de la anendocrinosis intestinal, abriendo nuevas
posibilidades en el entendimiento de la fisiologia normal del intestino y la fisiopatologia de
la diarrea.

La anendocrinosis intestinal, 1(Wang et al., 2006) es una entidad caracterizada por diarrea
severa de inicio en etapa neonatal que en ocasiones esta acompafiada de alteraciones de
la funcién pancreatica enddcrina®, principalmente diabetes mellitus tipo 1y es provocada
por una disminucién en el nimero de células enddcrinas en intestino y pancreas.

Se ha descrito en esta entidad una actividad disminuida del factor de transcripcion
Neurogenina 3 por mutaciones recesivas en el gen NEUROG3 que confieren una
disminucién o pérdida de funcién de dicha proteina®. Dicho factor de transcripcién es
esencial para la diferenciacion de las células enteroenddcrinas a partir de sus progenitoras
pluripotenciales

Se presenta el caso de 2 hermanos con diarrea severa desde el nacimiento. Durante la
investigacion inicial se descartaron causas infecciosas, enfermedad inflamatoria intestinal y
fibrosis quistica. En la biopsia intestinal no se encontraron alteraciones estructurales de las
microvellosidades ni alteraciones mitocondriales en la microscopia electrénica. Se realizé
busqueda de mutaciones en los genes candidatos asociados a casos de diarrea congénita
por medio de secuenciacidon masiva en paralelo encontrandose una mutacién homocigota
en NEUROG3 c.319C>A (p.R107S) siendo ambos padres heterocigotos para esta mutaciény
un alelo silvestre.

Hasta donde tenemos conocimiento, no existe ningln caso reportado de este padecimiento
en 2 hermanos vivos y es el primer caso reportado en México. La mutacién encontrada en
esta familia ha sido reportada previamente por lo que existe la posibilidad de un punto
caliente mutacional en el gen NEUROG3.



Marco tedrico
Antecedentes

La diarrea es una causa frecuente de consulta en pediatria y una causa importante de
morbilidad y mortalidad en el mundo. La Organizacién Mundial de la Salud define diarrea
como mas de tres evacuaciones al dia, sin embargo, cualquier incremento en el nimero de
evacuaciones con respecto al patron habitual del paciente puede entrar en esta categoria,
principalmente si se acompafa de disminucidon en la consistencia de las mismas o de
caracteristicas inflamatorias como presencia de sangre o moco.

Las diarreas cronicas, definidas arbitrariamente como aquellas que duran mds de dos
semanas, pueden tener varias etiologias'’® y se definen como congénitas cuando se
presentan desde los primeros dias o semanas de vida.

Etiologia de las diarreas congénitas

Podemos dividir la diarrea congénita segun su etiologia en aquellas provocadas por defectos
en la absorcién de nutrientes o electrolitos, por defectos en la estructura de los enterocitos,
defectos en la regulacion inmune intestinal y por ultimo por defectos en la diferenciacion
de células enteroenddcrinas®.

e Defectos en la absorcidn de nutrientes o electrolitos.
1. Disminucion o ausencia disacaridasas
2. Transporte anormal de iones o nutrientes
3. Insuficiencia pancreatica
4. Trafico de lipidos

e Defectos en la estructura de los enterocitos
1. Enteropatia por penachos
2. Enfermedad con inclusién de microvellosidades

e Defectos en la regulacién inmune intestinal
1. IPEX (Inmunodesregulacion, Poliendocrinopatia y Enteropatia ligada al X)
2. Sindrome poliglandular autoinmune tipo 1

e Defectos en la diferenciacion de células enteroendécrinas.
1. Anendocrinosis intestinal

2. Deficiencia de proproteina convertasa 1

De estas causas de diarrea congénita las mas comunes son las alteraciones en la regulacién



inmune intestinal y los defectos estructurales de las microvellosidades’.

Anendocrinosis intestinal

La anendocrinosis intestinal, 1(Wang et al., 2006) es una entidad caracterizada por diarrea
malabsortiva severa de inicio en etapa neonatal que en ocasiones estd acompaiada de
alteraciones de la funcién pancreética enddcrina’®, principalmente diabetes mellitus tipo 1
y es provocada por una disminucién en el nimero de células enddcrinas en intestino y
pancreas. Esto se demuestra histopatolégicamente por ausencia de células
enteroenddcrinas con la tincion de Cromogranina A® que en individuos normales se
presentan alrededor de 5 células por cripta

Se ha descrito en esta entidad una actividad disminuida del factor de transcripcion
Neurogenina 3 por mutaciones recesivas en el gen NEUROG3 que confieren una
disminucién o pérdida de funcién de dicha proteina®. Dicho factor de transcripcién es
esencial para la diferenciacion de las células enteroenddcrinas a partir de sus progenitoras
pluripotenciales.

La neurogenina 3 es factor basal de transcripcidon altamente conservado evolutivamente
con una estructura hélice-vuelta-hélice que interactia con regiones promotoras de
multiples genes siendo NEUROD el mas implicado en la diferenciacién de células
pluripotencales hacia alguna de las diferentes células enteroenddcrinas. En modelos
murinos se ha observado también interaccién con Rfx6, Pax4, Nkx6.1 y Arx entre otros®,
asociados principalmente a la diferenciacién de células enddcrinas de islotes pancreaticos
incluyendo las células .

A pesar de esto se ha observado en los pacientes con anedocrinosis un comportamiento
diferente a los modelos murinos ya que no todos los afectados presentan diabetes mellitus
tipo 1 observandose niveles positivos de péptido C lo que indica la existencia de otras vias
para la diferenciacién de estas lineas celulares que aun no han sido descritas.

El mecanismo por el cual la disminucién de las células enteroenddécrinas produce diarrea
malabsortiva es poco claro, al parecer produce una alteracién en el transporte idnico por
una ausencia de estimulacién paracrina’ directa a las células epiteliales intestinales
encargadas de la funcién de absorcién y de secrecion; y de forma indirecta a través del
cambio en la produccién de neurotransmisores y péptidos utilizados por el sistema nervioso
intestinal.



Descripcion del problema

La diarrea continua siendo un problema importante de salud publica a nivel mundial,
principalmente en paises en vias de desarrollo, lo cual incluye a una gran parte de los paises
de Latinoamérica incluyendo a México. Los casos de diarrea congénita son poco comunes
y su estudio ha proporcionado un mayor entendimiento de la funcién normal del intestino.
En nuestro medio se desconoce la prevalencia de este tipo de enfermedades por lo que el
reporte de cada uno de los casos es de gran importancia especialmente si se cuenta con el
estudio molecular confirmatorio que nos permita agregar una descripcion de los genes y las
mutaciones mas frecuentemente afectadas en nuestra poblacion.

Justificacion

Debido a la alta prevalencia de enfermedades diarreicas en pediatria, el estudio de casos
raros es importante con la finalidad de entender mejor los mecanismos fisiopatolégicos de
este tipo de enfermedades ademas de proporcionar mas herramientas para el diagndstico
oportuno y probablemente menos invasivo de los casos de diarrea crénica y congénita.

Objetivo primario
Describir el tipo de mutaciones y los genes afectados en pacientes con diarrea congénita a
partir de un caso familiar de anendocrinosis intestinal

Presentacion del caso

Como antecedentes de importancia los padres de los pacientes son originarios del estado
de Hidalgo, no son consanguineos y aparentemente no existe endogamia ya que la
comunidad de la que son originarios tiene una poblacién mayor a 2,000 habitantes

Paciente 1 inicia con evacuaciones liquidas en los primeros dias de vida con alimentacién
exclusiva con seno materno, requiriendo hospitalizacion a los 2 meses de vida en Hospital
General de Pachuca por ictericia, diarrea con volumen de 100 mlkgdia y choque metabdlico
con acidosis metabdlica requiriendo ventilacion mecdanica invasiva e infusion continua de
farmacos vasoactivos. Se descarta infeccion por virus de Hepatitis A, B, C, VEB y CMV. Se
realiza biopsia hepdtica con diagndstico de hepatitis en reparacién, en microscopia
electronica sin datos de mitocondriopatia.

Es referido a nuestra institucidn para abordaje de diarrea crdnica al persistir con gasto fecal
elevado durante toda la hospitalizacién previa. Se encuentra en estudios microbioldgicos
infeccidn por Giardia Lamblia la cual es tratada farmacoldgicamente, posteriormente con
infecciéon por Clostridum Difficile la que remite posterior a terapia antimicrobiana sin



embargo persiste con evacuaciones disminuidas en consistencia, integrandose
malabsorcion por tincién de Sudan lll positiva.

Se realiza primera endoscopia con biopsia intestinal que revela eosinofilia en duodeno con
18 células por campo y vellosidades ligeramente atréficas pero con arquitectura
conservada, en microscopia electrénica no se observan alteraciones en microvellosidades.
Se inicia alimentacién con férmula aminoacidica con ligera mejoria en el gasto fecal sin
remitir la diarrea requiriendo periodos de ayuno y administracién de nutricion parenteral
total.

En una segunda endoscopia al afio de vida se observa presencia de vacuolas lipidicas en
vellosidades, concordantes con abetalipoproteinemia sin embargo el cuadro clinico no se
considera compatible ademas de presentar perfil de lipidos normal en muestra de sangre
periférica. Por persistir con eosinofilia en eségago, duodeno y mucosa intestinal se sospecha
enteritis eosinofilica. Por hipocalcemia e hipofosfatemia con niveles bajos de vitamina D se
integra raquitismo. Durante las diversas hospitalizaciones presenta desequilibrios
hidroelectroliticos ademas de presentar una desnutricion crénica.

Actualmente se encuentra con alimentacién enteral con dieta de 1600 kcal incluyendo
todos los grupos de alimentos ademas de dieta licuada con leche entera de 750 kcal en 500
ml dividida en 2 tomas a la que se agrega atole de harina de arroz. Ademds con
micronutrimentos, vitaminas A, C y D, zinc, sulfato ferroso, dacido fdlico y aporte
suplementario de calcio, fosforo y bicarbonato de sodio.

Paciente 2 conocido a los 3 dias de vida por evacuaciones abundantes y liquidas, se
cuantifica en 112 mlkgdia, posterior a reanimacion hidrica se inicia manejo via enteral con
férmula aminoacidica en infusidn continua y con nutricion parenteral para mejorar aporte
calédrico e hidroelectrolitico. Posteriormente se realiza reto ciego con formula sin lactosa la
cual no es tolerada aumentando significativamente el gasto fecal reiniciandose férmula
aminoacidica.

Se inicia abordaje etioldgico de diarrea congénita, se descartan causas infecciosas de la
misma. Se confirma malabsorcion por medio de tincidon de Sudan lll en heces siendo positiva
en varias ocasiones. Por niveles dudosos de cloruro en sudor se solicita estudio molecular
del gen CFTR para fibrosis quistica, descartdndose las mutaciones mas frecuentemente
reportadas en poblacidn mexicana que son AF508, G542X, N1303K, AlI507 y S549N.

Por antecedente de hermano con diarrea congénita se realiza endoscopia con toma de
biopsias a diferentes niveles de tracto gastrointestinal. Se reporta microscopia electrénica
sin alteraciones ultraestructurales de las mitocondrias ni de las microvellosidades. En
microscopia de luz no se observan cambios compatibles con enteropatia por penachos, no
se realizd tincidon con cromogranina A en busqueda de células enteroendécrinas.

Se solicita estudio molecular para busqueda de mutaciones en genes candidatos asociados



con diarrea congénita en ambos pacientes.
Material y Métodos

Se extrajo DNA a partir de una muestra de sangre periférica almacenada en un tubo con
EDTA de los dos pacientes y de ambos progenitores sanos para analisis molecular de genes
candidatos asociados con diarrea congénita incluyendo CFTR, DGAT1, EPCAM, GUCY2C,
MYO5B, NEUROG3, SLC26A3, SLC9A3B1 y SPINT2 utilizando secuenciacion masiva en
paralelo con el equipo NextGen Seq 500 de Illumina.

Resultados

Se obtuvo una variante patogénica reportada previamente identificada en la base de datos
de ENSEMBL con el cédigo ENST00000242462.4 en el transcrito c.319C>A y en la proteina
p.Argl07.Ser. Ambos pacientes son homocigotos para esta mutacion encontrandose el
estado de portador heterocigoto en ambos padres.

Discusion

Se trata de un caso muy relevante por ser el primer caso reportado en México y el primer
caso familiar reportado internacionalmente. Si bien se desconoce la prevalencia de la
anendocrinosis intesitinal, la cantidad de pacientes que presentan esta patologia puede
estar subvalorada ya que las enfermedades diarreicas son altamente prevalentes a nivel
mundial y contintan siendo una causa importante de mortalidad en los primeros dos afos
de vida por lo que una gran cantidad de pacientes que fallecen que nunca fueron estudiados
pudieron haber cursado con alguno de estos cuadros.

Este punto es apoyado por la mutacién c.319C>A (p.R107S) en NEUROG3 encontrada en
nuestros pacientes ya que esta ha sido previamente reportada en una poblacién distinta,
incluyendo el caso indice reportado por Wang y colaboradores en 2006 por lo que el estado
de portador heterocigoto sano puede estar distribuido en una poblacién heterogénea.

El residuo de arginina en la posicidon 107 esta conservado en el homdlogo de Neurogenina
3 en mas de 20 especies estudiadas incluyendo Caenorhabditis elegans y no se encontré
afectado en mas de 100 controles sanos. Este residuo se encuentra en la primera hélice del
dominio bHLH y es vital para la interaccién con las regiones promotoras de los blancos de
este factor de transcripcion.

Clinicamente se presenta también una gran diferencia en nuestros pacientes con respecto
a lo reportado con anterioridad. En los primeros tres pacientes reportados se inicio
nutricion parenteral total por la imposibilidad de iniciar alimentacién enteral adecuada
presentando complicaciones esperadas como sepsis relacionada a catéter y hepatopatia
cronica secundaria. Un paciente requirid trasplante en bloque de higado e intestino con lo



gue pudo iniciarse la alimentacién enteral manteniéndose de esa forma por un afo hasta
su fallecimiento por causas no especificadas. En cambio, ambos pacientes reportados en
este trabajo, a pesar de continuar con gastos fecales elevados, se mantienen con una dieta
que incluye todos los grupos alimentarios y que cumple sus requerimientos caléricos.

La edad reportada de inicio de Diabetes Mellitus tipo 1 en pacientes con mutaciones en
NEUROG3 es variable, en el caso reportado por Rubio-Cabezas® y colaboradores se presentd
como diabetes neonatal. Dicho paciente presentd un estado de heterocigoto compuesto
con las mutaciones ¢.82G>T (p.E28X) y c.404T>C (p.L135P). En cambio, de los 3 pacientes
reportados por Wang se observé el inicio de Diabetes Mellitus tipo 1 a los 8 afios en los 2
pacientes homocigotos para la mutacion p.R93L.

El paciente reportado con la misma mutacidén que en nuestro caso no presentd Diabetes
Mellitus sin embargo fallecié a los 35 meses de vida por lo que se desconoce si esta
mutacion predispone a la aparicidn de este problema endocrinolégico.

Conclusiones

Se describe el primer caso de anendocrinosis intestinal reportado en México. Se encontré
por medio de secuenciacion masiva una mutacién homocigota ¢.319C>A en el gen
NEUROGS3. Esto abre la posibilidad de utilizar estudios moleculares en el diagnéstico de
diarrea congénita previo al uso de técnicas invasivas como la endoscopia con toma de
biopsias. En caso de utilizar estudios histopatoldgicos en el abordaje de diarrea congénita,
es importante incluir la tincion de Cromogranina A para la busqueda intencionada de células
enteroenddcrinas y asi diagnosticar esta entidad.

Esta patologia es de reciente descripcidn y ha contribuido a mejorar el entendimiento de la
fisiologia normal del intestino y la fisiopatologia de la diarrea con areas aun por clarificar
como el papel que juegan las hormonas intestinales en la absorcidn y secrecién de
nutrientes y iones en la luz intestinal.
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Figura 1 Arbol Genealdgico
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219700 CFTR
613217 EPCAM
214700 SLC26A3
251850 MYO58
270420 SPINT2
610370 NEUROG3
614616 Gucyac
615863 DGAT1
616868 SLC9A3R1

Autosdmica recesiva

Autosdmica recesiva

Autosdmica recesiva

Autosdmica recesiva

Autosdmica recesiva

Autosdmica recesiva

Autosémica dominante

Autosdmica recesiva

Autosdmica recesiva

Tabla 1 Genes candidatos de diarrea congénita estudiados con NextGen Seq500
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