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RESUMEN

Introduccion: la neutropenia congénita grave tipo 4 (NCGT4) es un trastorno de la
granulopoyesis con herencia autosdmica recesiva; debido a mutaciones en el gen
G6PC3, el cual codifica para la subunidad catalitica de la proteina glucosa 6
fosfatasa 3 (0 G6Pasa-f3). Se estima una prevalencia de 1 en cada 10,000,000 de
habitantes. Hasta un 90% de los casos se presentan de forma sindromica,
asociados a manifestaciones extrahematoldgicas, principalmente: presencia de un
patrén venoso superficial prominente, seguido de anomalias cardiovasculares como
defectos del septum atrial; y anomalias urogenitales. El 10% restante de los casos
se presentan de forma aislada. Para el diagndstico molecular, la técnica de primera
eleccion es la secuenciacion directa del gen G6PC3; observandose la mayoria de
las mutaciones se observan en los exones 1y 6. Hasta la fecha se han descrito mas
de 105 pacientes.

Objetivos: definir el espectro sintomatico multisistémico extrahematolégico que
caracteriza a la NCGT4, que justifique la busqueda de mutaciones en el gen G6PC3
y permita la confirmacién diagnéstica.

Materiales y métodos: se revisaron expedientes en el INCMNSZ desde enero 2000
hasta diciembre 2020 para neutropenia (CIE-10:D70). Se agruparon en dos:
sindrémicos con manifestaciones extrahematoldégicas y neutropenia aislada. Se
excluyeron los casos de neutropenia secundaria. Con consentimiento informado de
los pacientes se realizé genealogia de un minimo de 3 generaciones, historia clinica
y exploracion fisica. La secuenciacion del gen G6PC3 se realizé por Sanger. En los
casos negativos para variantes en este gen, se realiz6 secuenciacion en el gen
ELANE.

Resultados: se obtuvo una muestra de 20 pacientes: 10 sindrémicos, con una
mediana de edad de 38.5 afios y 10 aislados con mediana de 40 afios. Ambos
grupos con distribucion hombre-mujer de 1:4 y una mediana de edad al diagnostico
de 32 afios. La manifestacion mas comun fue el patron venoso superficial
prominente, seguido de alteraciones cardiovasculares y urogenitales. En tres casos,
se identific6 una variante patogénica, dos de ellos homocigotos para la variante
.210delC, y un caso heterocigoto compuesto para la variante c.210delC y
€.199:218+1del. Los tres presentaron grados variables de neutropenia con
linfocitopenia constante y dos trombocitopenia intermitente. En los tres pacientes se
identificé un patrén venoso superficial prominente y defecto del septum atrial.
Conclusiones. Este trabajo es el primer estudio que analiza la presencia de
mutaciones en el G6PC3 en una cohorte de pacientes mexicanos con neutropenia
sindrémica. La variante c.210delC fue la mas frecuentemente observada.

Palabras claves: Neutropenia, NCGT4, gen G6PC3.
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ABSTRACT

Introduction: Severe congenital neutropenia type 4 (SCN4) is a disorder of
granulopoiesis with autosomal recessive inheritance due to mutations in the gene
G6PC3. This gene encodes the catalytic subunit of the glucose-6-phosphatase 3
(G6Pase-p). It has an estimated prevalence of one per-10,000,000 inhabitants. More
than 90% of patients will present as a syndromic form, with nonhematological
aberrations, characterized by an increased visibility of superficial veins,
cardiovascular anomalies, such as atrial septal defects and urogenital abnormalities.
The remaining 10% will present as an isolated form without nonhematological
aberrations. Molecular diagnosis is achieved via direct sequencing of the G6PC3
gene; most pathogenic variants are found on exons 1 and 6. To date, more than 105
patients have been described.

Objectives: the main goal is to characterize the nonhematological aberrations seen
in SCN4, allowing for the search of variants on the G6PC3 gene and enabling
molecular confirmation.

Material and methods: medical records of patients with neutropenia (CIE-10:D70)
from January 2000 to December 2020 were examined. Patients were sorted into two
groups, the syndromic and isolated neutropenia. A three-generation pedigree was
drawn, medical history obtained, and physical examination was undertaken with
informed consent. G6PC3 sequence analysis was done via the Sanger method.
Negative cases underwent sequence analysis for the ELANE gene.

Results: a total of twenty patients were recruited; in the syndromic group (10),
medium age was 38.5 years, and 40 years in the isolated group (10). Both groups
showed a male to female distribution of 1:4 and median age at diagnosis of 32 years.
The most common feature was increased visibility of superficial veins, followed by
cardiovascular and urogenital defects. In three patients, a pathogenic variant was
identified, two were homozygous for the ¢.210delC variant, and one patient was a
compound heterozygous for the c¢.210delC and the ¢.199:218+1del variants. All
three presented with variable degrees of neutropenia and constant
lymphocytopenia; in two of them, intermittent thrombocytopenia was confirmed.
Further, increased visibility of superficial veins and atrial septal defects was found in
all three patients.

Conclusions: this is the first study to investigate the presence of pathogenic variants
on the G6PC3 gene in a cohort of Mexican patients with syndromic neutropenia. The
pathogenic variant ¢.210delC was the main variant identified.

Keywords: neutropenia, SCN4, G6PC3 gene.
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ABREVIATURAS

ADN - Acido Desoxirribonucleico.

ADNg — Acido Desoxirribonucleico genémico.

AR — Autosoémica Recesiva.

ARNmM — Acido Ribonucleico mensajero.

CAN — Cuenta Absoluta de Neutrofilos.

CIA — Comunicacion Interauricular

CIE-10 - Clasificacion internacional de enfermedades 10.

RE — Reticulo endoplasmico.

DSA — Defecto del Septum Atrial

Ell — Enfermedad Inflamatoria Intestinal.

ERAD - Sistema de degradacidon de proteinas asociados al RE (por sus siglas en inglés).
FSCNR — Registro Frances de Neutropenia Crénica Grave (por sus siglas en inglés).

G6P — Glucosa-6-Fosfato (Por sus siglas en inglés).

G6PC3 — Glucosa 6 Fosfatasa 3 Subunidad catalitica.

G6Pasa-p3 — Glucosa 6 Fosfatasa Beta.

G-CSF - Factor Estimulador de Colonias Granulociticas (por sus siglas en inglés).

G-CSFR — Receptor del Factor Estimulador de Colonias Granulociticas (por sus siglas en inglés).
GSD1b — Glucogenosis tipo 1b.

INCMNSZ — Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

IGRP — Glucosa-6-fosfatasa especifica de islotes pancreaticos (por sus siglas en inglés).
ISCNR — Registro Internacional de Neutropenia Croénica Grave (por sus siglas en inglés).
MLPA — Amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples (por sus siglas en inglés).
MO — Médula Osea

NCG — Neutropenia Congénita Grave.

NCGT4 — Neutropenia Congénita Grave Tipo 4.

PVSP — Patron Venoso Superficial Prominente

RVU — Reflujo vesicoureteral.

rG-CSF — Factor Estimulador de Colonias Granulociticas Recombinante (por sus siglas en inglés).

TCPH — Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.
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UE — Union Europea.
UPR — Respuesta de proteinas mal plegadas (por sus siglas en inglés).

VL — Vasculitis luecocitoclastica
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1. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes historicos

En 1956 Rolf Kostmann, distinguido pediatra sueco, fue quien describio por
primera vez un caso correspondiente a neutropenia congénita grave (NCG) en un
paciente de 2 meses de edad con fiebre elevada, otitis media, mastoiditis y multiples
forinculos de diferentes tamafios; el frotis de sangre periférica demostré la
presencia de agranulocitosis.»?> La paciente era originaria de una pequefia
comunidad llamada Dirivaara en Suecia; donde la enfermedad era altamente
frecuente, siendo conocida como “Foriinculos de Dirivaara”.® Kostmann consider6
de que se trataba de una entidad genética con un modo de herencia autosomica
recesiva.® Atribuyéndose el defecto a una insuficiencia primaria de la médula 6sea.?

La descripcion original de NCG precediod a la identificacion de la citocina mieloide
especifica durante aproximadamente 20 afios. Treinta afios después se aisl6 el
factor estimulador de colonias granulociticas y su receptor, G-CSF y G-CSFR,
respectivamente. Esto permitio hipotetizar que el origen de la neutropenia provenia
de una expresion anormal o falla en la respuesta al G-CSF, sin embargo, no se
identificaron mutaciones en estos genes.? EI ADN codificante del G-CSF fue aislado
de manera independiente por dos laboratorios en 1986.4°

Horwitz y colaboradores, en 1999, identifican mutaciones en el gen de la elastasa
neutrofilica (ELANE) como causales de casi la totalidad de casos con neutropenia
ciclica.® Posteriormente Dale y col., identifican que dicho gen, a su vez se puede
encontrar mutado en hasta un 60% de casos de NCG.” Mas tarde, en el 2004, el
equipo de Horwitz postularon que la neutropenia observada es el resultado de las
alteraciones en el traslado y la localizacién intracelular de ELANE.! En paralelo,
Kollner y col, proponen una segunda hipétesis que describe el rol de la respuesta a
proteinas mal plegadas (UPR, por sus siglas en inglés) en la generacién de
neutropenia.® Este sistema se activa en presencia de proteinas mal plegadas, en
este caso ELANE, en el reticulo endoplasmico (ER), generando una disminucién de
sintesis proteica, incremento de chaperonas y activacion del sistema de
degradacion de proteinas asociado al RE (ERAD, por sus siglas en inglés)

Ambos mecanismos propuestos se consideran eventos intracelulares
independientes de las funciones de ELANE, por lo cual la haploinsuficiencia en si
de la proteina podria no ser la causa de la neutropenia. En afios posteriores, se
identificaron al menos 10 individuos con delecion de la region subtelomérica del
brazo corto del cromosoma 19 que incluye el gen ELANE. Es interesante que
ninguno de estos individuos present6 evidencia de disminucion en la cuenta de
neutroéfilos.®
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Si bien ELANE es uno de los genes més frecuentemente involucrados en NCG, aun
gueda un 40% de individuos en los que la patologia no esta asociada a mutaciones
de este gen. Continuando la busqueda de los factores genéticos, en el 2007,
Christoph Klein y colaboradores identifican al gen causal de la NCG con herencia
autosémica recesiva, conocida como Enfermedad de Kostmann.!? Estos estudios
demuestran mutacion en el gen HAX1, el cual codifica para una proteina
mitocondrial con expresion ubicua, hipotetizando que su perdida lleva a la liberacion
de citocromo c y otras proteinas pro-apoptéticas hacia el citoplasma.?

Un par de afios después, en el 2009, la revista The New England Journal of Medicine
publica un articulo sobre un sindrome con neutropenia congénita y mutacion en el
gen G6PC3.1! En este, Boztug y colaboradores, realizaron genotipificacion con
marcadores microsatelitales por secuenciacion de genoma completo en una familia
con NCG, identificando al gen G6PC3 como candidato, posteriormente mediante
secuenciaciéon Sanger se corroboraron mutaciones.!

Cabe destacar, que previo a éste, se realizaron una serie de trabajos sobre las
proteinas de la familia de glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa). Durante estudios
destinados a caracterizar mejor la cinética de la glucosa-6-fosfatasa se identifico
una secuencia nueva de cDNA que codifica para una G6Pasa especifica para islotes
(IGRP, también conocida como G6PC2), pero solo con un 50% de homologia en
secuencia de aminoacidos a la G6Pasa hepética.'>*® Sin embargo, su
sobreexpresion en tejidos in vitro no aumentaba la hidrolisis de glucosa 6 fosfato
(G6P), sugiriendo la existencia de alguna otra enzima de apoyo.'214 Estudios con la
finalidad de indagar a mayor profundidad, se identificé el cDNA y la secuencia del
gen para la proteina relacionada con la subunidad catalitica G6Pasa (UGRP); el
tercer miembro de la familia de G6Pasas y con la expresion ubicua entre los
tejidos.®> En el mismo estudio el gen fue identificado y mapeado al cromosoma
17q21.

Es notorio que a pesar de pertenecer a la misma familia, este gen es de menor
tamafio y contiene un exén adicional como resultado de una separacién de un exon
por insercién de un intrén.® Posteriormente, Guionie y col. (2003), continuando los
estudios de la cinética de la nueva enzima observaron que, en comparacioén con su
homologa hepatica, la UGRP tiene la capacidad de metabolizar otros sustratos
ademas del G6P. A partir de esta publicacion la proteina fue renombrada como
G6PC3.16

A diferencia de las mutaciones causales en ELANE, el mecanismo por el cual las
mutaciones en G6PC3 causan la neutropenia, si bien no esta del todo descrito,
parece involucrar las funciones metabdlicas de la G6PC3, alterando la homeostasis
de la glucosa intracelular y llevando al neutréfilo a la apoptosis, como lo postularon
Boztug y col. en su reporte.!!

Juny col. (2010) precisaron que la disfuncion celular en neutréfilos deficientes de la
G6PC3 se debe a la falta de reciclaje de la glucosa entre el reticulo endoplasmico y
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el citoplasma.l’” En un estudio reciente, McKinney y col. (2020), extendieron el
estudio del metabolismo de los neutréfilos humanos afectados, demostrando que la
deficiencia de la G6PC3 da lugar a alteraciones en la glucdlisis, la glutamindlisis, la
via hexosa monofosfato (HMS) y las vias de oxido-reduccion.®

1.2. Definicidn

Se define como neutropenia a la reduccién en la cuenta absoluta de neutréfilos
(CAN) en la circulacién sanguinea. Durante la infancia temprana (2-12 meses) se
considera neutropenia con niveles de CAN por debajo de 2000 células/mm3,
mientras que en mayores de 1 afio es por debajo de 1500 células/mm3.1® Se
considera como neutropenia grave cuando se encuentra un CAN por debajo de 500
células/mm?® y se convierte en crénica si dura mas de tres meses,?° pudiendo ser
intermitente (periodos de normalizacion espontaneos) o permanente (presente en
todos los andlisis).’® Del mismo modo, se dice que es “central” si se evidencia
deficiencia en las etapas de maduracion tardia (<10% de neutréfilos maduros) o
“periférica” si la médula 6sea (MO) esta normal.?®

La NCG comprende un grupo de errores hereditarios de la hematopoyesis, que
se caracterizan por una alteracion en la diferenciacibn de los granulocitos
neutrofilicos.?? De manera general el termino NCG excluye neutropenias
secundarias, por leucemia, mielodisplasia, enfermedad autoinmune sistémica o por
causas infecciosas.?? Para la clasificacién de la NCG no existe un criterio consenso,
por lo que el factor mas importante es el genotipo, dado que el fenotipo representa
un continuo de sintomas que se sobrelapan.'®

La neutropenia congénita grave tipo 4 (NCGT4; SCN4, OMIM 612541) es un
trastorno de granulopoyesis con herencia autosémica recesiva; dado por
mutaciones en el gen G6PC3, el cual codifica para la subunidad catalitica de la
proteina glucosa 6 fosfatasa 3 (o G6Pasa-B).?®> Se caracteriza por neutropenia
congénita grave, infecciones bacterianas recurrentes, patron venoso superficial
prominente, incidencia elevada de defectos cardiacos congénitos y anomalias
urogenitales; ademas, en gran proporcion de los pacientes se observa
trombocitopenia intermitente.?

1.3. Epidemiologia

Hasta la fecha no se cuenta con un abordaje homogéneo para un registro de
neutropenia congénita.?®> En 1993, se cred tanto el Registro Frances de Neutropenia
Crénica Grave (FSCNR, por sus siglas en inglés) como el Registro Internacional
para Neutropenia Crénica Grave (ISCNR, por sus siglas en inglés).?>?6 El ISCNR
incluye pacientes de Australia, América del Norte, y varios paises de la Unién
Europea (UE), con excepcion de Francia.?® Ademas, el registro de pacientes por
pais es heterogéneo, ya que en algunos, se incluyen en registros para fallas
medulares y/o inmunodeficiencias.?"28
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De acuerdo con un estimado basado en poblacién del FSCNR se obtuvo una
prevalencia de 174 casos por 10 millones de habitantes, es decir, 1:57,471
individuos; para el total de neutropenia congénita. Considerando Unicamente el caso
por déficit de G6PC3, se consider6é una prevalencia de 1 en 10 millones de
habitantes; ambos estimados fueron obtenidos al considerar una expectativa de
vida de 50 afios.?°

1.4. Gen G6PC3, glucosa-6-fosfatasa beta, funciones y
vias de regulacion

1.4.1.Caracteristicas generales del gen G6PC3

El gen G6PC3, se localiza en el brazo largo del cromosoma 17 (Figura 1), en la
region q21;%° esta conformado por 6 exones que codifican para una proteina llamada
glucosa-6-fosfatasa 3 (G6PC3) o glucosa-6-fosfatasa beta (G6Pasa-B).2° Es una
proteina de 346 aminoacidos con un peso molecular de 38.7 kD.3!

Cromosoma 17

17p13.3
17p13.2
17p13.1
17p12
17p11.2
7p11.1
7g11.1
17g11.2
17912
17921.1
17q21.2
1Tq21.31|
17g21.32
17421.33
17922
179231
17923.2
17923.3
174241
17q24.2
17q24.3
179251
17q25.2
17925.3

- =

H 1 Il

1 10M 20M 30M 40M 50M 60M 70M 80M

Figura 1. Estructura del cromosoma 17 y localizacion del gen G6PC3. [Modificada de
Wikipedia]

1.4.2.Caracteristicas de la proteina G6Pasa-f8

La glucosa-6-fosfatasa cataliza el paso final de gluconeogénesis vy
glucogendlisis, lo que la vuelve una enzima clave en la homeostasis de glucosa.??
La familia de glucosa-6-fosfatasa estd compuesta por tres proteinas: G6Pasa-q,
G6Pasa-f (o G6PC3) y una proteina relacionada a G6Pasa especifica de islotes
pancreaticos.®® La G6Pasa-a, el prototipo de esta familia, es una proteina de 357
aminoé&cidos con nueve dominios transmembrana, asociada al RE, con expresion
principalmente en tejidos gluconeogénicos, es decir, en higado, rifidn e intestino.3?

La proteina G6Pasa-f tiene una expresion ubicua y muestra semejanza
estructural con la G6Pasa-a, a pesar de esto, comparten Unicamente el 36% de
homologia en aminoéacidos.3%33 Se encuentra anclada al RE por nueve hélices
transmembrana, en una conformacion que mantiene el sitio activo dentro del lumen
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Figura 2. Estructura cristalogréfica de
la proteina G6Pasa-f. UnitProtKb-
Q9BUM1 [Modificada de
G6PC3_HUMAN]

del RE.?* A diferencia de otras proteinas
transmembrana del RE, la G6Pasa-f no
contiene una sefal de retencion de dos
residuos de lisina (KK) en su extremo C-
terminal (Figura 3).%6

El centro activo de la G6Pasa-f esta
compuesto por Arg79, Hisll4 y Hisl67;
asimismo, el marcaje del sitio activo ha
establecido que la His167 funciona como el
nucleodfilo que une covalentemente al fosfato
unido a glucosa para formar el intermediario
fosfatidil- G6Pasa-B durante catélisis.3°

1.4.3. Participaciéon en la
homeostasis de glucosa

La glucosa se forma mediante precursores
glucogénicos tanto en higado y en menor
medida en el riion. A través de la
gluconeogénesis y la glucogendlisis se puede

formar glucosa-6-fosfato (G6P), la cual se hidroliza mediante las G6Pasas, previo a
su liberacion en el torrente sanguineo como glucosa.®* La homeostasis de glucosa
interprandial se mantiene a través del complejo transportador de glucosa-6-fosfato
anclado a RE/G6Pasa-a (Complejo G6PT/ G6Pasa-a).%°

En el caso de los neutrdfilos, esta homeostasis se alcanza alternando a la
G6Pasa-a por la G6Pasa-B.%%, esta enzima se encarga de catalizar el paso final de
la glucogendlisis, es decir, la hidrolisis de glucosa-6-fosfato en el RE.?* La glucosa

Cytosol

Figura 3. Topologia de la proteina G6Pasa-B. Aminoacidos estrictamente
conservados (negro) parcialmente conservados (gris). [Obtenido de Guionie
et al. 2003].
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resultante es transportada
de regreso al citoplasma para reingresar en cualquiera de las vias citoplasmaticas
previamente mencionadas (Figura 4).%°

1.4.4.Mutaciones en el gen G6PC3

En unarevisidén de 57 casos se identifico que el 45% corresponden a mutaciones
de sentido erréneo. Estas mutaciones de sentido erroneo han sido identificadas en
todo el largo del gen, sin embargo, hasta la fecha no se ha descrito mutacion en el

758G>A

758G>A

758G>A

758G>A

758G>A
461T>CVV4SZG>A 554T>Cv VGBT)G 75701
(. )

1417 535 ‘ {536 677 678
226

| Exon4 Exon 5
766_777del

Endoplasmic
reticulum

G6Pase-p

Figura 4. Metabolismo de Glucosa-6-Fosfato en Neutrofilos.
[Modificada de Chou et. al, 2010]
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Figura 5. Mutaciones en el gen G6PC3. Cada mutacion esta representada una vez por
familia detectada. TriAngulos invertidos — mutaciones sentido erroneo. Flechas — mutacion
sitio de splicing. Estrellas- cambios en el marco de lectura.[Modificada de Banka et. al,
2013].
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exén 2.4 En el exdn 6 se han descrito la mayor proporcién de mutaciones de sentido
erroneo. El resto de alelos mutados se encuentran distribuidos en variantes sin
sentido, alteraciéon en el marco de lectura ya sea por deleciébn o insercion, y
mutaciones en el sitio de corte y empalme (Figura 5).24

1.4.2.1. Mutaciones fundadoras

Hasta la fecha ciertas mutaciones han sido identificadas con mayor frecuencia
en determinados grupos étnicos. Ejemplos de estas mutaciones se enlistan en la
tabla 1.2* Se conoce como efecto fundador a la prevalencia elevada de un trastorno
genético en una poblacion aislada o innata, dado que varios miembros de la misma
son derivados de un ancestro en comun que porta una mutacién causante de
enfermedad.3®

Tabla 1. Mutaciones Fundadoras. [Obtenido de Banka et.al,2013]

Mutacion Grupo étnico/Ancestria
p.P44S Pakistan
p.R253H Oriente Medio
p.G250R Blanco Europeo
p.G277X Europa
p.N313fs Persas

p.170fsX46 Hispanos

1.5. Caracteristicas clinicas de NCGT4

1.5.1.Descripcion general

La NCGT4 o déficit de G6PC3 se caracteriza por neutropenia congénita grave,
infecciones bacterianas recurrentes, en una gran proporciéon de los pacientes
trombocitopenia intermitente, patron venoso superficial prominente y una alta
incidencia de defectos cardiacos congénitos y anomalias urogenitales.?* Se ha
reportado que el 75.5% de pacientes se presentan de forma sindrémica.2®

1.5.2. Alteraciones hematoldgicas

El fenotipo hematol6gico es altamente variable, sin embargo, neutropenia grave
en sangre periférica esta presente en todos los pacientes.?* Por lo general, este dato
se observa en los primeros meses de vida con infecciones bacterianas
recurrentes?*; sin embargo, se ha descrito un individuo con inicio en adolescencia
tardia®’. Las infecciones mas comunes son aquellas que involucran pulmén, oido,
via urinaria, piel y como consecuencia, sepsis. Aquellos pacientes que no reciben
tratamiento permanecen susceptibles a infecciones bacterianas.?*

Del mismo modo, se ha descrito que alrededor de dos tercios de pacientes
presentan trombocitopenia intermitente; hasta la fecha no se ha reportado
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consecuencia clinica de este dato.?* Se han documentado casos con linfopenia
persistente y grave, asociada a hipoplasia del timo.38:39

1.5.3. Malformaciones cardiacas

Las anomalias cardiacas congénitas se han descrito hasta en un 77.1% de
pacientes, siendo la manifestacion extrahematolégica mas frecuente.?* Dentro de
estas, hasta un 55.3% de pacientes presenta defectos del septum atrial,
enfermedad valvular (22.3%) y persistencia del conducto arterioso [PCA] (10.6%).3¢
Respecto a la enfermedad valvular, esta puede tratarse de insuficiencia mitral y/o
tricuspidea, aorta bivalva y estenosis de la valvula pulmonar.4%-45 Del mismo modo,
se han descrito casos con aneurisma coronario, hipoplasia del ventriculo izquierdo
y Wolf-Parkinson White.42:46.47

1.5.4.Patrén venoso superficial prominente

El patron venoso superficial prominente representa la caracteristica clinica no
hematoldgica mas facilmente reconocible.?* Distintas revisiones en la literatura han
identificado que este dato se observa entre un 61.7% y un 66.6% de los
pacientes.?436 Banka y colaboradores, reportan que estas alteraciones son menos
evidentes durante la infancia, y gradualmente se acentlan con la edad adulta,
aumentando la probabilidad de venas varicosas y ulceras.*! (llustracién 1)

1.5.5. Alteraciones urogenitales

En el 43.8% de pacientes se ha descrito malformacion del sistema renal o
anomalia genital.?* Estas alteraciones por lo general son mas frecuentemente
documentadas en varones, siendo criptorquidia la principal, representando hasta el
40.53% de todos los casos reportados en la literatura.®® En una pequefia proporcion
de estos casos, la presencia de criptorquidia se asocia con defectos de pared como
hernia inguinal unilateral o bilateral.*34° Otras anomalias urogenitales son
hidronefrosis, mala diferenciacién cortico-medular, reflujo vesicoureteral (RVU) y
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micropene. 23424850 En mujeres se ha descrito, RVU, fistula uracal y displasia
genital.?*

1.5.6. Alteraciones endocrinoldgicas

Las alteraciones de este tipo han sido reportadas hasta en el 30% de los
pacientes.3¢ Se ha descrito un fenotipo variable que va desde retraso en crecimiento
(12%), pubertad retrasada (6.3%), déficit de hormona de crecimiento (4.3%),%¢ e
hipogonadismo hipogonadotrépico o pobre desarrollo de caracteristicas sexuales
secundarias.41:4546.51

1.5.7.Enfermedad inflamatoria intestinal (EIl)

Vélez-Tirado y colaboradores reportaron que un 10.6% de pacientes presentan
colitis tipo enfermedad inflamatoria intestinal.3® Esta patologia en el déficit de
G6PC3 se asemeja con mayor exactitud a la enfermedad de Crohn,?* sin embargo,
difiere de la misma dado que no presenta granuloma y por menor gravedad de
inflamacion criptica. Del mismo modo, esta Ell recuerda al tipo observado en
glucogenosis tipo 1b (GSD1b).#* Dado que esta manifestacion se observa en otras
causas de neutropenia, Fernandez y colaboradores, sugieren que la misma es
secundaria a neutropenia.®?

Por lo tanto, la colitis en este grupo de pacientes se atribuye a un defecto de
células hematopoyéticas, en lugar de a defectos de epitelio intestinal o células no
hematopoyéticas. La actividad antimicrobiana defectuosa por parte de la respuesta
inmune innata es uno de los principales mecanismos propuestos. Y se sugiere que
esta incapacidad puede originarse de una alteracion en la sobrevida y funcion de
las células mieloides.>® Las células mieloides G6Pasa-B -deficientes presentan
disminuciéon en la produccion de superéxidos iénicos, quimiotaxis y fagocitosis.’

Asimismo, se ha propuesto autoinflamacion mediante activacion del
mflamasoma a través de neutrofilos GGPasa -B -deficientes produaendo niveles

llustracién 2. Caracterlstlcas fenotipicas gastrointestinales. A) Imagen de colonoscopia
gue evidencia ulceracion profunda. B) RM mostrando dilatacion proximal a la lesion
observada en A. C) Biopsia con tincién hematoxilina y eosina con infiltrado inflamatorio
[Modificada de Bolton et al, 2020]
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significativamente elevados de citocinas proinflamatorias en respuesta a
lipopolisacaridos.>* Importante recalcar que dado que la calprotectina fecal es una
proteina derivada de neutréfilos no es un marcador confiable en estos pacientes,
dado que puede dar falsos negativos.>3

1.5.8.0tras manifestaciones clinicas

Se ha observado restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU), falla de medro
y mal desarrollo posnatal; sin embargo, se desconoce si el retraso en el crecimiento
posnatal forma parte del fenotipo primario o es secundario a las comorbilidades
asociadas.?* Algunos casos han sido descritos con dismorfismo facial menor,
principalmente cara triangular, abombamiento frontal, narinas antevertidas puente
nasal deprimido, hipoplasia mediofacial, labios gruesos, prognatismo, pabellones
auriculares prominentes/acopados,*246:55.5 un caso con hipertelorismo y otro con
ptosis congénita.®?#? Es importante considerar que el fenotipo facial en adultos ha
sido poco explorado.?*

Anomalias esqueléticas menores y de tegumentos han sido descritas en una
baja proporcién de pacientes, estas incluyen pectus carinatum, pliegue palmar
transverso bilateral, pulgar digitalizado, escoliosis; eritema palmar, pezones
invertidos o pequefios.39:42:46

Ademas, se han descrito caracteristicas neuroldgicas y musculares,
caracterizado principalmente por microcefalia, hipoacusia neurosensorial, miopatia,
miositis y debilidad muscular. 14°

1.6. Diagnostico molecular de NCGT4

1.6.1.Confirmacion del diagnostico clinico en pacientes

El diagnéstico de déficit de G6Pasa-p se establece en pacientes con NCG y la
identificaciéon de variantes patogénicas bialélicas en el gen G6PC3.%’ La técnica de
secuenciacion detecta hasta un 43% de mutaciones puntuales o pequefias
deleciones/inserciones en pacientes con neutropenia y al menos una caracteristica
extrahematolégica asociada.*® Hasta la fecha no se han reportado casos
identificados mediante la técnica de amplificacion de sondas dependientes de
ligados multiples (MLPA).57

1.6.2.Analisis genético en los familiares

Los progenitores de un individuo afectado generalmente son considerados
heterocigotos obligados,*® es decir, portadores de una variante patogénica en el gen
G6PC3.%° Los portadores por lo general son asintomaticos y no se encuentran en
riesgo de desarrollar la enfermedad.®® Hasta la fecha no se han reportado estudios
gue analicen las caracteristicas de los portadores en NCGTA4.
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1.6.3.Asesoramiento genético para entidad autosdmica
recesiva (AR)

La gran mayoria de casos de un trastorno autosdémico recesivo son
descendientes de padres heterocigotos sanos, esto genera recurrencia en la
hermandad en algunos casos; sin embargo, en familias pequefias no siempre se
logra observar.>® El principal riesgo incrementado es el de recurrencia en la
descendencia de los progenitores, siendo de 1 en 4 las probabilidades.>® El riesgo
de que la enfermedad se repita en hijos del paciente o en medios hermanos,
dependera de la frecuencia de la enfermedad y si existe 0 no sin embargo, el riesgo
preciso dependera de la frecuencia de heterocigotos en la poblacién.>®

Al considerar a los progenitores como portadores obligados, los familiares de
segundo grado (tios, medios hermanos, abuelos) tienen un 50% de probabilidad de
ser portadores de la variante. Las probabilidades de que uno de los hermanos
resulte portador de la variante, sera de 2 en 3; esto se da considerando que se
elimina la probabilidad correspondiente a un hermano homocigoto, puesto que se
comportaria como paciente afectado.>®

1.7. Seguimiento y tratamiento de los pacientes con
NCGT4 confirmado

1.7.1.Factor estimulador de colonias granulociticas
recombinante (rG-CSF)

El factor estimulador de colonias granulociticas (G-CSF) es una citocina capaz
de inducir la produccion de neutréfilos maduros al inducir la produccién de colonias
de granulocitos desde la médula 6sea.®® EI G-CSF media su efecto al unirse a un
receptor homodimero Unico, el G-CSFR; las concentraciones plasmaticas por lo
general son indetectables, pero sufren una elevacién rapida como respuesta a
infecciones y posteriormente regresan a la normalidad.5°

Los factores de crecimiento hematopoyético comenzaron a ser usados en 1988,
demostrando una alta capacidad tanto para corregir la neutropenia como la
susceptibilidad a infecciones.!® El principal rG-CSF es el Filgastrim, este tienen una
actividad biolégica idéntica al G-CSF enddgeno pero difiere en que en su extremo
N-terminal contiene un residuo de metionina y no se encuentra glucosilada;
principalmente estimula la activacién, proliferacién y diferenciacion de células
progenitoras neutrofilicas.!

Se estima que alrededor del 95% de las NCG se benefician del uso de rG-CSF,
disminuyendo la morbilidad y mortalidad,®? siendo este la principal linea de
tratamiento, para mantener una cuenta absoluta de neutréfilos (CAN) por arriba de
1x10° células por litro.?* La administracion es por via subcutanea, inicialmente con
dosis bajas o moderadas (1-3ug/kg/dia o 5ug/kg/dia, respectivamente), este manejo
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evita los efectos adversos, como pueden ser: dolor 6seo, cefalea o mialgias.?* La
modificacion de dosis se hace en intervalos de aproximadamente cada 10-14 dias;
se considera que un paciente es “no respondedor”’ con dosis >50ug/kg/dia y CAN
<0.5x10° células por litro. Del mismo modo, es importante considerar que este
tratamiento es profilactico, sin embargo, en infecciones es recomendable
combinarlo con antibiéticos.?!

1.7.1.1. Embarazo

El nimero de pacientes que alcanzan edad reproductiva continla en aumento,
con base en estudios observacionales la administracion de rG-CSF es seguray bien
tolerada durante el embarazo.?! Se sabe que el rG-CSF cruza la barrera placentaria
en varios mamiferos, incluyendo humanos.® Previamente el embarazo se habia
considerado de alto riesgo en mujeres con NCG por la susceptibilidad aumentada a
infecciones; de acuerdo con un estudio de casos y controles en el que se compard
pacientes embarazadas con uso de G-CSF contra aquellas que no recibieron
tratamiento se observé que un 82% (31/38 embarazos) resultaron en recién nacido
vivo, con base en este estudio se recomienda continuar tratamiento durante la
gestacion.*

1.7.1.2. Efectos adversos

Los efectos adversos a corto plazo son raros, dado que presenta una
tolerabilidad buena o incluso excelente. Tanto las inyecciones intravenosas como
subcutaneas pueden generar reaccion local inmediata ocasionalmente; la reaccion
“Flu-like” observada con otras citocinas, es infrecuente.'® En un 2 al 5% de pacientes
se observa dolor 6seo, el cual cede rapidamente (dentro de las primeras 24 horas).°

La tolerabilidad a largo plazo va principalmente ligada a sus efectos
proliferativos; a pesar de que principalmente esta limitado a linea granulocitica se
pueden observar varias anomalias hematoldgicas. Se ha descrito monocitosis,
eosinofilia, en ocasiones se puede observar un incremento en reticulocitos, asi como
en niveles de hemoglobina.® Lo mas comin es observar trombocitopenia, la cual
por lo general es moderada; a su vez la trombocitopenia puede ser secundaria a
hiperesplenismo, la cual es una complicacion frecuente al inicio del tratamiento.*®
En raras ocasiones se puede presentar ruptura esplénica con requerimiento
quirtrgico.%®

En el 17% de los casos se ha reportado osteopenia/osteoporosis, ninguno de los
pacientes que sufrieron este efecto presentaban sintomas y el diagndstico se integré
Gnicamente por mediciones en la densidad.1%%® Es importante considerar que este
hallazgo ha sido identificado de manera basal en los pacientes con NCG, sin
embargo, la fisiopatologia y su relaciéon con el tratamiento se desconoce.®® En el
ensayo clinico Severe Congenital Neutropenia (SCN) se reporté una incidencia de
vasculitis cutanea del 3%, estas lesiones estaban limitadas a la piel y hasta en el
50% de estos se comprobé mediante biopsia la presencia de vasculitis
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luecocitoclastica (VL).%3 De acuerdo con el SCNIR se ha reportado vasculitis en el
4.1% de pacientes, siendo mas frecuente en casos de neutropenia idiopatica (6%)
comparado con NCG y neutropenia ciclica (3% ambos).®3

1.7.1.3. Progresion aleucemia

Se estima que hasta el 21% de los pacientes con NCG pueden presentar
mielodisplasia o leucemia aguda; sin embargo, el patron de desarrollo varia entre
cada paciente, en general se han presentado varios meses 0 afios después del
inicio del tratamiento.2%6> Se desconoce si existe una clara relacién entre el uso de
la terapia rG-CSF o si este incremento se debe a una mayor sobrevida de los
pacientes.?°

1.7.2.Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas
(TCPH)

El potencial curativo del TCPH en pacientes con neutropenia congénita parece
atractivo, sin embargo, se ha reportado que de 136 pacientes con NCG que lo
recibieron, la enfermedad aguda injerto contra huésped se presenté en un 21%,
mientras que la mortalidad relacionada al trasplante fue del 17%.% Indicaciones
validadas para este tratamiento incluyen resistencia a terapia con G-CSF (dosis
50ug/kg/dia) y transformacion leucémica o mielodisplasia.l® Asimismo, este se
asocia con mejor pronoéstico a menor edad.®® Bolton y colaboradores reportaron el
caso de un paciente masculino que recibié un TCPH a los 18 afios, quien presenté
una adecuada evolucién, y actualmente se encuentra con remision de Ell, siendo
este el primer caso en la literatura.>® Dos pacientes con déficit de G6Pasa-8 han
recibido TCHP para neutropenia refractaria, sin embargo, el desenlace de estos
casos se desconoce.*?66

1.8. Diagndsticos diferenciales

La NCG es un grupo genético y heterogéneo de enfermedades. Estas, pueden
dividirse en aquellas que presentan predominantemente neutropenia y aquellas con
un trastorno multisistémico.?* Dentro de las condiciones con neutropenia como
manifestaciones predominante, se encuentran:

e Neutropenia Congénita Grave Tipo 1 (NCGT1): trastorno con herencia
autosomica dominante (AD), es la principal causa genética de
neutropenia congeénita. Secundaria a mutaciones en el gen ELANE. Esta
entidad se caracteriza por fiebre recurrente, inflamacion orofaringea y
adenopatias cervicales. Asimismo, se puede presentar con neutropenia
ciclica.”

e Neutropenia Congénita Grave Tipo 2 (NCGT2): trastorno con herencia
AD, secundario a mutaciones en el gen GFlIl, presenta susceptibilidad
aumentada a infecciones bacterianas. Mutaciones en este gen a su vez
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pueden presentarse como neutropenia cronica nho-autoinmune,
presentandose como monocitosis en el adulto.®’

e Enfermedad de Kostmann (NCGT3): trastorno con herencia
autosdmica recesiva (AR), el cual se debe a mutaciones en el gen HAX1.
Se caracteriza por neutropenia, arresto en la maduracion de
promielocitos, puede o no presentar crisis epilépticas o trastorno del
desarrollo.1®

e Neutropenia Congénita Grave Tipo 5 (NCGT5): trastorno con herencia
AR, secundario a mutaciones en el gen VPS45; presenta neutropenia,
disfuncién en los neutréfilos, fibrosis de médula 6sea (MO) vy
Nefromegalia como resultado de hematopoyesis renal extramedular.58

e Neutropenia Congénita Grave Ligada al X (XLN): trastorno secundario
a mutaciones en el gen WAS, el cual presenta todas las caracteristicas
hematoldgicas asociadas al sindrome de Wiskott-Aldrich, en ausencia de
otros hallazgos clinicos.®’

e Neutropenia Congénita Grave Relacionada a JACGN1 (NCGT6):
trastorno con herencia AR, caracterizado por NCG, arresto de
maduracion en promielocitos, mala respuesta al tratamiento con factor
estimulador de colonias granulociticas (G-CSF). De manera ocasional se
identifican anomalias en hueso, pancreas y/o dientes.>®

Respecto a aquellas condiciones en las cuales el dato clinico de neutropenia forma
parte de un trastorno multisistémico, es importante diferenciarlo de las distintas
entidades enlistadas en la Tabla 2.

Tabla 2. Diagnéstico Diferencial con Trastornos Multisistémicos

.Ent',da(.j Gen Herencia Similaridad Diferencias
sindrOmica
Sindrome de TAFAZZIN Ligada al Neutropenia Miopatia
Barth X Manifestaciones esquelética 0
cardiacas hipotonia
(cardiomiopatia) Dismorfias
faciales (cara
redonda,
plenitud facial,
menton
prominente, 0jos
profundos)
Sx de LYST AR Inmunodeficiencia  Albinismo &culo-
Chediak- (historia de cutaneo
Higashi infecciones de Tendencia al
repeticion sangrado
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principalmente
bacterias)

Clericuzio USB1 AR Neutropenia Rash
Poiquiloderma cronica no ciclica eccematoso
con Bronquiectasias cutaneo
Neutropenia Poiquiloderma
inflamatorio
Sx Cohen COH1 AR Ulceras aftosas Hipotonia,
Infecciones microcefalia.
recurrentes Discapacidad
intelectual
GSD-1b G6PClo AR Neutropenia Enzimas
SLC37A4 Retraso  en hepaticas
pubertad elevadas
Tasa de filtrado
glomerular baja
Sx H.A* AR Infecciones Displasia
Hermansky- recurrentes acetabular
Pudlak tipo 2 Albinismo
Facies tosca
Sx DNAJC21 AR Falla de medro Disfuncion
Shwachman- SBDS Citopenias pancreatica
Diamond EFL1 multilinea exocrina
Anomalias 0seas Malnutricion
Sx Wiskott- WAS Ligada al Trombocitopenia Hematoquecia
Aldrich X Neutropenia Purpura y
Vasculitis petequias
Eccema
Artritis
reumatoide
Dafio renal

inmunomediado

*H.A. Heterogeneidad Alélica

1.9. Prondstico

El pronéstico de la mayoria de los pacientes con NCGT4 por lo general es bueno
cuando se encuentran en tratamiento con factor estimulador de colonias
granulociticas (Filgastrim/G-CSF); sin embargo, puede ser fatal en caso de no ser
tratado.* En ausencia de tratamiento, el riesgo de complicaciones de tipo
infecciosas es elevado; las infecciones bacterianas ademas de su potencial
letalidad, afectan la calidad de vida.*®

Las infecciones cronicas contintan siendo frecuente, especificamente aquellas
estomatolégicas con gingivitis dolorosa, asociada a papulas y parodontopatias.®
Estas infecciones crénicas son de dificil control incluso con el uso de G-CSF y
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recuperacion neutrofilica.'® Hasta la fecha, la maxima sobrevida reportada ha sido
a los 37 afos, correspondiente a un paciente masculino que fallecié secundario a
endocarditis infecciosa.>?

1.10. NCGT4 en la poblacién mexicana

En México, Vélez-Tirado y colaboradores describieron en 2020 una serie
compuesta por cinco casos con NCGT4. La descripcion de estos casos se
encuentra en la Tabla 3.

Tabla 3. Descripcion clinica pacientes Vélez-Tirado et al, 2020.

Px Edad Descripcion clinica TX Variante

Sexo G6PC3
Antecedente de edema vy
equimosis neonatal, dificultad

respiratoria con requerimiento G-CSF c.210delC
3/12 ventilatorio, soplo sistolico de  Trasplante de '
1 M  bajo grado, hepatomegalia células [p-lle70tsX46]
: ) ' e Sanger
criptorquidia, PVSP. hematopoyéticas
Muerte 29 DVEU, sepsis por
colitis neutropénica.
Antecedente de neumonia,
otitis media de repeticién e IVA
de repeticion, EIl  Crohn,
PVSP, braquimetatarso,
15 hipoacusia neurosensorial TMP-SMX c.210delC
2 afios Dbilateral, insuficiencia Prednisona [p.lle70fsX46]
F  tricuspidea. G-CSF Sanger
Lab: anemia, neutropenia
intermitente, linfopenia.
Muerte 17 afos, sepsis
abdominal
Sepsis neonatal, fistula recto
vaginal, PVSP, hipoacusia
3 3/12 neurosensorial bilate(al, G-CSE [pﬁ.liiggsiﬁm
F defecto del septum atrial, Exoma
atelectasias, bronquiectasias e
HAP
Inicié a los 3m con otitis media c.481C>T
supurativa y neumonia. ' N
9 Abscesos orales, digitales y [p.Ar€1rl61]
4 afos perianales. PVSP y piel G-CSF c.210delC
M  redundante. Hernia inguinal [IIé?Ost46]
izquierda. Foramen oval Sanger

permeable. Hipertension portal.
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Lab: trombocitopenia
intermitente, linfopenia,
hipoplasia mieloide

APLV, asma, rinitis, otitis media

recurrente, sepsis, IVU de c.210delC
2 repeticion, colitis autoinmune, [Ile70fsX46]
5 afios herpes zoster diseminado. G-CSF +
M  Lab: neutropenia  grave, c.421del
anemia, linfopenia intermitente, [Trpl141GlyfsX2]

trombocitopenia.
**Masculino (M), Femenino (F), PVSP — Patron venoso superficial prominente,
DVEU- dias de vida extrauterina, IVU — infecciones de vias urinarias, HAP —
hipertension arterial pulmonar, APV — Alergia a proteina de leche de vaca.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

A nivel mundial se conocen mas de 7,000 enfermedades “raras”, habiéndose
reportado que pacientes con enfermedades raras pasan entre 5-10 afios sin tener
un diagndstico clinico y genético definitivo. ElI grupo de neutropenias congénitas
graves (NCG) presenta marcada heterogeneidad genética, lo que dificulta su
diagnostico especifico basandose Unicamente en las manifestaciones clinicas. A
diferencia de otras NCG, el tipo 4 (NCGT4) presenta diversas manifestaciones
extrahematologicas multisistémicas asociadas, si bien no se sabe especificamente
cuanto de la variabilidad fenotipica es condicionada por la mutacion génica presente

en el paciente.

La identificacion de caracteristicas especificas de la NCGT4 permitira realizar un
diagnéstico oportuno en los pacientes y familiares en riesgo. Esto permitiria prevenir
las complicaciones agudas y crénicas generadas tanto por la neutropenia como

derivadas de los defectos congénitos asociados, evidentes o no al nacimiento.

30|Pagina



3. HIPOTESIS

La investigacion de manifestaciones fenotipicas especificas extrahematolégicas
multisistémicas (cardiovasculares, urogenitales, intestinales, enddcrinas, talla baja
y faciales) facilitaran la identificacion de un espectro sintomatico en los pacientes
con neutropenia congénita grave (NCG) que permitira la sospecha clinica para la
busqueda de mutaciones en el gen G6PC3, confirmar la forma de NCGT4, explorar
una posible correlacion genotipo-fenotipo y realizar el asesoramiento genético

apropiado y oportuno, al paciente y su familia.
4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

= [Establecer las caracteristicas fenotipicas extrahematol6gicas que sugieran el
diagnéstico de Neutropenia Congénita Grave tipo 4 en pacientes adultos del
INCMNSZ.

4.2. Objetivos especificos

= Describir, agrupar y clasificar las caracteristicas clinicas de los pacientes con
sospecha clinica de NCGT4 mediante la evaluacion clinico genética.

= Determinar el tipo y la frecuencia de mutaciones puntuales en el gen G6PC3
identificadas mediante la secuenciacion directa por el método Sanger.

= Determinar la presencia de un posible efecto fundador en la muestra de familias a
ser estudiadas.

= Determinar la presencia de portadores asintomaticos en las familias a través de
confirmacion diagnostica mediante secuenciacion dirigida a la mutacion identificada

en los pacientes.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Disefio general

Es un estudio descriptivo, observacional, transversal y retrolectivo en una serie de
casos, pacientes del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran (INCMNSZ).

Tamaifo de muestra: de conveniencia.

5.2. Criterios de seleccion

5.2.1.Criterios de inclusion:

¢ Individuos de edad mayor o igual a 18 afos.
e Pacientes con diagnéstico de neutropenia congénita grave, ciclica o
idiopética cronica:
o Casos sindromicos: individuos con el diagnéstico de neutropenia y al
menos uno de los siguientes signos y sintomas:
» patron venoso superficial aumentado
= malformacion cardiaca congénita
= malformacién urogenital congénita
» enfermedad inflamatoria intestinal
» talla baja
» dismorfias faciales
o Casos aislados: individuos con neutropenia aislada sin la presencia de
signos y sintomas de la forma sindromica
e Pacientes previamente diagnosticados por nuestro grupo con NCGT4
confirmada por la secuenciacion del gen G6PC3 (casos sindromicos)
e Consentimiento informado para participar en el estudio

5.2.2.Criterios de exclusion:

* |Individuos con un Unico registro del diagnostico de neutropenia
(congénita/ciclica/idiopatica) mediante estudios de laboratorio, descartando
la neutropenia como un evento recurrente crénico

» |ndividuos que no acepten participar en el estudio

5.2.3.Criterios de eliminacion:

» Pacientes con la sospecha de otro sindrome genético diferente a NCGT4
identificado durante la entrevista clinico-genética y valoracion fisica.
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5.3. Busqueda e identificacion de pacientes candidatos

Durante la revision del expediente electrénico se obtuvieron datos de los pacientes
con diagnéstico de CIE-10 correspondiente a neutropenia (D70), valorados en el
INCMNSZ en el periodo de enero del 2000 a diciembre 2020. Se revisaron los
expedientes fisicos para identificar aquellos casos que correspondian a causas
primarias de neutropenia y realizar la busqueda de manifestaciones
extrahematoldgicas agregadas.

5.4. Estructura de la base de datos

Con la informacion recopilada se creé una base de datos de Excel de todos los
pacientes con diagnostico de neutropenia primaria atendidos en el INCMNSZ desde
enero del 2000 a diciembre 2020, se crearon dos hojas, la primera correspondiente
a los casos “sindromicos” y la segunda para los casos “aislados”. Se asigné un
cbdigo alfanumérico para preservar la confidencialidad del paciente.

La base de datos incluyd: caracteristicas demograficas de los pacientes como sexo,
manifestaciones clinicas, edad de diagnostico de la primera manifestacion, edad
actual, antecedentes heredofamiliares de neutropenia, malformacion cardiaca, o
malformacion urogenital; registro de los datos histopatolégicos de biopsias de
médula 6sea, y datos de biometria hematica como conteo de leucocitos, neutrofilos,
plaguetas y linfocitos; posteriormente se agregaron los resultados del estudio
molecular correspondiente a la secuenciacion del gen G6PC3.

5.5. Reclutamiento de los pacientes

Los pacientes que cumplian los criterios establecidos fueron invitados a participar
en el estudio, mediante llamada telefonica, durante la cual se brindd informacion
sobre el estudio y se resolvieron dudas. Al aceptar, se agendd una cita médica para
la valoracion clinico-genética. Durante esta, se aplicé un cuestionario desarrollado
para el estudio con el fin de estandarizar la entrevista (Anexo Al). Se elaboré una
genealogia de tres generaciones o0 mas, en la cual se especificd el origen de los
progenitores y apellidos; utilizandose los simbolos estandarizados por la Sociedad
Nacional de Asesores Genéticos,®® en la cual se especificé el origen geografico de
esta informacion (Anexo A2). Se realiz6 una exploracién fisica minuciosa, que
incluyo medicion de peso y talla, descripcion de caracteristicas fisicas, auscultacion
cardiopulmonar y exploracion de genitales.

Aquellos pacientes en quienes se descarto la sospecha de otro sindrome genético,
se les ofrecié secuenciacién completa del gen G6PC3.
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5.6. Diagndéstico molecular

Se realiz6 la secuenciacién de manera escalonada iniciandose por los exones 1y
6. En caso de no ser identificada una mutacién en estos exones, se procedio a
secuenciar los exones 2 al 5 (Figura 6).

— Toma de decision ., Contacto telefdnico con los
Revision de — | de inclusid ta | —» Construccién dela | __, ientes e invitacion al
expedientes e inclusion a cita base de datos pacientes e invitacion

a CE de genética estudio
Cita médica en consulta externa de
Extraccion, evaluacion de cantidady | genética: historia clinica, exploracidn,
calidad; y preservacion del ADN firma de consentimiento y toma de
l muestra bioldgica
Secuenciacion de - {
los exones 1y 6 Analisis de los datos codificados
del gen G6PC3 obtenidos del expediente y
complementados durante la
., . entrevista
Mutacion Negativo
| | Deteccion de conjunto de
Confirmacién Secuenciacidon de sintomas compatibles con
moleculardel  |«—| losexones2,3,4y —* Negativo otro padecimiento
diagndstico clinico 5 del gen G6PC3 4
1 Eliminacion
del estudio

Asesoramiento genético personalizado en
funcion del resultado del diagndstico molecular

Figura 6. Algoritmo de abordaje en pacientes con sospecha de NCGT4

5.7. Procedimientos de laboratorio y técnicas

5.7.1.Extraccion del ADN de leucocitos de sangre periférica

La obtencién de sangre periférica se realizdé de acuerdo con el protocolo estandar
de venopuncién (Anexo A3).7° Para la extraccion de ADN se utilizd el kit comercial
de extraccion por columna QIAamp DNA Blood mini Kit (Qiagen, Cat.:51104)
siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN gendmico se cuantific6 por
espectrofotometria UV y se preservé a -20°C.

5.7.2. Amplificacion de los fragmentos del gen G6PC3

Se realiz0 la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) para la amplificacion de los
exones 1,2, 3, 4, 5y 6 del gen G6PC3. Las secuencias de los oligonucleétidos
utilizados fueron disefiadas usando la herramienta in silico “Primer-BLAST"’! y se
muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados en el andlisis del gen G6PC3

EXON PRIMER SENTIDO PRIMER ANTISENTIDO Ta pb
1 5’-ACGTGCCTGCAACAGTGG-3 5-GAAGGCCCTTGAGACAGTTG-3' 58.9°C 449

2 5-TTTGACTTCACCCCTCAGGC-3 5-AGTGCCCTCCCATAACT-3’ 59.4 386

3 5TTCTCAGCCAAAGGCAG-3 5-GTCCATACACAGCTTGGCCT-3’ 59.3 355

4 5GAGCTGGAGTTTTGGGGACC-3' 5'CTCTACAGAAGCTGGGAGCG-3’ 61.3 330

5 5-CTTTGGCAGTGGGAGGATCA-3* 5-GGCTAGGTGCAGGCCAGATA-3* 60.3 387
6.1 5-CAAAACAGAACATGGGAGTGG-  5-GGAAAGGAAAGGGAGGCAC-3° 58.3°C 490

3
6.2 5- CCTCAAGTACACCCTCTGGC-3  5-AGACTACTGGAGCAGCCTGG-3' 61.3°C 488

Cadareacciéon de PCR se prepar6 usando 25 L de la mezcla comercial de reactivos
HotStarTagq DNA polymerase 1x (Qiagen, Cat.:203205), 1.5 yL de oligonucle6tido
sentido 10 uM, 1.5 pL de oligonucledtido antisentido 10 uM y 6 ng/pL de ADN en un
volumen total de 50 L ajustando con agua libre de DNAsas. La amplificacion de los
fragmentos se realiz6 en el termociclador ProFlex PCR System 9700 (Applied
Biosystems, ThermoFisher) de acuerdo con el siguiente programa:

1. Desnaturalizacion inicial: 95°C / 10 min

2. Desnaturalizacion: 95°C / 30s

3. Alineamiento/hibridacion: temperatura variable (ver Tabla 5) /30 s
4. Extensidn/elongacion: 72°C /40 s

5. Repetir los pasos 2-4 durante 34 ciclos mas

6. Fase final de extension: 72°C / 10 min

5.7.3.Evaluacion y purificacion de los fragmentos amplificados
La longitud y la cantidad de los fragmentos amplificados se evaluaron mediante la
separacién de electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (Anexo A4). La purificacion
de los productos de PCR se realizd6 mediante separacion en columna de silica
usando el kit comercial QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen Ct: 28104), siguiendo
el protocolo recomendado por el fabricante.

5.7.4.Secuenciacion directa del gen G6PC3

Para la secuenciacion del gen G6PC3 se utilizd la mezcla comercial de reactivos
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems™,
ThermoFisher Scientific®, Cat.: 4337455). Cada reaccion de secuenciacion incluyo:
4uL de BigDye™ 2.5x, 1uL de oligonucleétido (sentido o antisentido) 3uM, 4uL de
producto amplificado y purificado de PCR, 10uL de agua libre de DNasas, con un
volumen total de 20uL.

La reaccion de secuenciacion se realizo en el termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems™, ThermoFisher Scientific®), con base en el siguiente
programa:
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Desnaturalizacion inicial: 96°C / 1 min
Desnaturalizacion: 96°C/ 10 s
Alineamiento/hibridacién: 50°C /5 s

Extensidn/elongacion: 60°C / 2 min

o k0 w0 N R

Repetir los pasos 2-4 durante 24 ciclos mas
6. 4°C, infinitamente

5.7.5.Purificaciéon de los productos de lareaccién de

secuencia.
Se realiz6 la purificacion mediante la separacién por centrifugacion en columna de
gel comerciales Centri-Sep™ (ThermoFisher Scientific®, Cat.: 401762), la
descripcion completa se desglosa en el Anexo A5.

5.7.6.Analisis de los productos de la reaccidon de secuencia
mediante electroforesis capilar

Los productos de la reaccion de secuencia purificados y secos se resuspendieron
en 15uL de formamida HiDi (ThermoFisher Scientific®, Cat.: 401762), se
desnaturalizaron a 95°C durante 5 minutos y se analizaron en el equipo ABI Prism
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems™, ThermoFisher Scientific®). Las
secuencias obtenidas fueron comparadas con la secuencia de referencia del gen
G6PC3 con localizacion en el segmento NC_000017.11 de la version GRCh38.p13
del genoma humano.”

5.7.7.Analisis de secuenciacion del gen ELANE

Adicionalmente, considerando la prevalencia de mutaciones en el gen codificante
para la Elastasa Neutrofilica (ELANE), como la causa genética mas comun de
neutropenia congeénita, se realizd el andlisis de secuencia de este gen para
descartar la presencia de estas en pacientes previamente negativos para
mutaciones en G6PC3.

Se realiz6 la PCR de punto final para la amplificacion de los exones 1,2, 3,4y 5
del gen ELANE. Las secuencias de los oligonucleétidos fueron disefiadas usando
la herramienta in silico “Primer-BLAST”’! y se muestran en la tabla 5.
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Tabla 5. Caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados en el andlisis del gen ELANE

EXON PRIMER SENTIDO PRIMER ANTISENTIDO Ta pb
1 5-ATTTGAATGCGATTGTGCATCC-3’ 5"-AACAGAACCCGGGACAGAGG-3 58.2 342

2 5’AGGCTCCTTGGCAGGCACTCAG-3 5-GCACACTCCCGGCTACTCACACA-3 65.6 223

3 5-CTCGAGCACCTTCGCCCTC-3’ 5’-ACCACCCAGCCCACGATG-3 62.0 375

4 5"-ACCACAGTGGAACCTGAGATGG-3’ 5’-CCTCCTAGGGTCTAGCCACGG-3’ 63.7 416
5.1 5’-CGACTCTATCATCCAACGCTCC-3’ 5-CCATTTTCAACACCCAATCACA-3’ 58.2 205
5.2 5’-CTAGGAGGGACTTCCCAACCC-3’ 5-GAGAATGTTTATTGTGCCAGATGC-3’ 61.2 364

El resto del procedimiento de secuenciacion del gen ELANE se realiz6 acorde a los
incisos 5.7.3 al 5.7.6, previamente descritos para el gen G6PC3.

5.8. Andlisis estadistico

Seran utilizados métodos de estadistica descriptiva como: promedios con
desviacion estandar o medianas con el rango inter-cuartil para describir variables
cuantitativas; y descripcion en porcentajes para las variables cualitativas (Tabla 6).
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Tabla 6. Definicion operacional y clasificacion de variables

Variable Tipo de Definicidon operacional Escalade Valores o categorias
variable medicién
Edad Cuantitativa Edad documentada en expediente clinico | Intervalo Edad en afios con niimero
en la barra de datos generales.
Sexo Cualitativa Sexo documentado en expediente clinico | Dicotémica 1. Hombre
en la barra de datos generales. 2. Mujer
Grado de Cualitativa Grado maximo de estudio documentado Ordinal 0. Ninguna
escolaridad en expediente clinico en la barra de datos 1. Ninguna, pero lee y escribe
generales o en la historia clinica. 2. Primaria, incompleta
3. Primaria, completa
4. 5.Secundaria incompleta o completa, preparatoria
incompleta
5. Preparatoria
6. Universidad incompleta
7. Universidad completa
Lugar de Origen Cualitativa Lugar de nacimiento registrado = Nominal Ciudad, Estado
documentado en expediente clinico en la
barra de datos generales o en la historia
clinica
Ocupacion Cualitativa Ocupacion documentada en expediente  Nominal 1. Hogar
clinico en la barra de datos generales o en 2. Proceso de la produccién industrial
la historia clinica. 3. Proceso de la construccion
4. Proceso de la produccién agropecuaria
5. Oficinas y administrativo
6. Operaciones de equipo de transporte
7. Vendedores dependientes y agentes de ventas
8. Servicio publico y servicios personales
9. Servicio doméstico
10. Fuerza armada
11. Técnicos
12. Trabajadores de la ensefianza
13. Profesionistas
14. Estudiantes
15. Arte, espectaculo y deporte
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16. Otras ocupaciones
17. Desempleado
18. No documentado

Antecedentes heredofamiliares

Antecedentes
heredofamiliares
hematolégicos

Antecedentes
heredofamiliares
cardiolégicos

AHF de
malformacion
urogenital
positivos

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Presencia o ausencia de antecedente
heredofamiliar de trastornos
hematolégicos en familiares de ler o de
2ndo grado.

Presencia o ausencia de antecedente
heredofamiliar de cardiopatia o]
malformacion congénita cardiaca en
familiares de ler o de 2ndo grado.

Presencia o ausencia de antecedente
heredofamiliar de malformacién urogenital
en familiares de ler o de 2ndo grado.

Nominal

Nominal

Nominal

0.
1

pMEwN

POoMW

Negados

Si

1.1. Madre

1.2. Padre

1.3. Hermanos

1.4. Madre + hermanos
1.5. Padre + hermanos
1.6. Familiar 1er grado + familiar 2° grado
1.7. Otra combinacién
Desconocido

No documentado
Negados

Si

2.1. Madre

2.2. Padre

2.3. Hermanos

2.4. Madre + hermanos
2.5. Padre + hermanos
2.6. Familiar 1er grado + familiar 2° grado
2.7. Otra combinacion
Desconocido

No documentado
Negados

Si

1.1. Madre

1.2. Padre

1.3. Hermanos

1.4. Madre + hermanos
1.5. Padre + hermanos
1.6. Familiar ler grado + familiar 2° grado
1.7. Otra combinacién
Desconocido

No documentado
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Antecedentes personales no patolégicos

Grupo sanguineo Cualitativa Grupo sanguineo referido por el paciente = Nominal 1. Desconocido
durante la consulta o aquel registrado en 2. A+
el expediente. 3. A
4. AB+
5. AB-
6. O+
7. O-
Exposicién a Cualitativa Presencia o ausencia de exposicion a Dicotomica 1. No
téxicos téxicos a lo largo de su vida, referido por el 2. Si
paciente
Antecedentes gineco-obstétricos/androlégicos
Menarca Cuantitativa Edad referida por la paciente durante la | Intervalo Edad en afios con niimero
cual presento primer sangrado menstrual
constante
Pubarca Cuantitativa Edad referida por el paciente durante la | Intervalo Edad en afios con niimero
cual presento crecimiento de vello pubico
Telarca Cuantitativa Edad referida por el paciente durante la | Intervalo Edad en afios con nimero
cual presento crecimiento de desarrollo
mamario
Métodos Cualitativa Uso o no de métodos anticonceptivos Dicotomica 1. No
anticonceptivos durante un periodo mayor a 6 meses 2. Si
Enfermedades de | Cualitativa Presencia o ausencia de antecedente de = Nominal 0. Negadas
transmision sexual enfermedades de transmisién sexual, 1. Virus papiloma humano
referido por el paciente en el interrogatorio 2. Sifilis
dirigido o documentado en el expediente 3. VIH
4. Gonorrea
5. Clamidia
6. Hepatitis
7. Clamidia
8. Molusco contagioso
9.
Antecedentes personales patoldgicos
Alergias Cualitativa Presencia o ausencia de alergias a Dicotomica 1. Negadas
medicamentos 2. Presente
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Transfusiones Cualitativa
Cirugias Cualitativa
Tabaquismo Cualitativa
Otras Drogas Cualitativa
Antecedentes Cualitativa
inmunoldégicos

Comorbilidades Cualitativa

cardiacas

Presencia o ausencia de antecedentes de
transfusiones hematoldgicas

Presencia o ausencia de cirugias,
referidas por el paciente o documentadas
en el expediente

Antecedente de consumo de tabaco (en
los ultimos 30 afios)

Antecedente de consumo de cualquier
droga

Antecedente de cualquier comorbilidad
cardiaca referida por el paciente, familiar o
documentadas en el expediente

Nominal

Nominal

Dicotdmica

Nominal

Nominal

Nominal

= o

POWNE NPAWNEO OUIAWNEO

aprwN

Negadas

Sangre total

Glébulos rojos

Plasma fresco congelado
Crioprecipitados

Concentrados de factores de coagulacién

. Negadas

. Correccioén de malformacién cardiaca
. Hernioplastia

. Orquidopexia

. No

. Si

. No
. Marihuana

Negados

Infecciones recurrentes

1.1. Vias aéreas superiores

1.2. Vias aéreas inferiores

1.3. Bucales

1.4. Gastrointestinales

1.5. Genitales

Negadas

Malformacién cardiaca congénita
1.1. No especificada

1.2. Comunicacion interauricular
1.3. Comunicacion interventricular
1.4. Persistencia de conducto arterioso
1.5. Otra

Hipertensién pulmonar

Estenosis valvular

Prolapso valvular

Otra
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Comorbilidades Cualitativa Antecedente de cualquier comorbilidad = Nominal 1. Negadas
endocrinol6gicas endocrinoldgica referida por el paciente, 2. Hipotiroidismo
familiar o documentadas en el expediente 2.1. No especificado
2.2. Congénito
2.3. Autoinmune
3. Hipertiroidismo
4. Bocio
Comorbilidades Cualitativa Antecedente de cualquier comorbilidad = Nominal 0. Negadas
urogenitales urogenital referida por el paciente, familiar 1. Reflujo vesicoureteral
o documentadas en el expediente 2. Infecciones de vias urinarias recurrentes
3. Hidronefrosis
4. Doble sistema colector
5. Hipoplasia renal
6. Pobre diferenciacion corticomedular
Otras Cualitativa Antecedente de cualquier otra = Nominal 1. Negadas
comorbilidades comorbilidad referida por el paciente, 2. Hipoacusia
familiar o documentadas en el expediente 2.1. Congénita
2.2. Adquirida
2.2.1.Prelingtal
2.2.2.Postlinglal
3. Enfermedad inflamatoria intestinal
3.1. Crohn
3.2. CuUCl
3.3. No especificado }
4. Reumatoldgicas
4.1. Artritis idiopatica juvenil
Tratamientos Cualitativa Antecedente de tratamientos previos o  Nominal 1. Ninguno
actuales que haya ingerido el paciente 2. Filgastrim, continua
3. Filgastrim, suspendido
4.
Parametros de laboratorio
Neutropenia Cualitativa Clasificacion de acuerdo con valor de Ordinal 0. Normal
neutrdéfilos totales, calculado mediante la 1. Neutropenia leve (1,000-1,500 células/mm?)
formula: 2. Neutropenia moderada (500-999 células/ mms3)
10 x glébulos blancos totales x (% 3. Neutropenia grave (<500 células/mm?)

polimorfonucleares + % bandas).
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Se considerara el dltimo  valor
documentado en notas de hematologia

Trombocitopenia Cualitativa Clasificacion de acuerdo con valor de Ordinal 0. Normal
intermitente plaquetas totales. Se considerara el valor 1. Trombocitopenia leve (100,000-150,000/microL)
mas bajo documentado en su historial 2. Trombocitopenia moderada (50,000-99,000/microL)
electronico de laboratorio. 3. Trombocitopenia grave (<50,000/microL)
4. Trombocitosis (>450,000/microlL)
Linfocitopenia Cualitativa Clasificacion de acuerdo con valor nimero | Ordinal 0. Normal (1000-4000 linfocitos/microL
intermitente de linfocitos totales, calculado mediante la 1. Linfocitopenia (<1000 cells/microL)
formula: 2. Linfocitosis (>4000 cells/microlL)
Leucocitos totales x 1000 x %linfocitos
Se considerar4d el valor mas bajo
documentado en su historial electrénico de
laboratorio.
 Exploracion fisica
Peso Cuantitativa Valor numérico obtenido de peso en | Continua Resultado en cm
bascula calibrada. Valor en kilogramos
(kg)
Talla Cuantitativa Valor numérico obtenido de talla en metros | Continua Resultado en cm
(mts). Con el individuo de pie, de espaldas
a bascula
Perimetro cefélico = Cuantitativa Valor numérico obtenido de medicién de @ Continua Resultado en cm
perimetro craneal en centimetros (cm). Se
utilizaran como puntos de referencia el
punto mas prominente del occipucio y la
glabela.
Segmento superior = Cuantitativa Valor numérico obtenido mediante la @ Continua Resultado en cm
siguiente formula:
Talla — segmento inferior
Segmento inferior | Cuantitativa Valor numérico obtenido de la medicion @ Continua Resultado en cm
longitudinal desde el piso hasta la sinfisis
del pubis, con el individuo de pie, pies
juntos y pegados a la pared.
Relacién de Cuantitativa Valor numérico obtenido de la relacién | Continua Resultado en cm
segmentos entre la medicion del segmento superior

respecto al segmento inferior
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Dismorfias faciales | Cualitativa
Integridad palatina = Cualitativa
Patrén venoso Cualitativa
superficial

aumentado

Tanner mamario Cualitativa

Presencia o ausencia de dismorfias
faciales identificadas en la exploracion
fisica. Se permiten combinaciones entre
los diferentes hallazgos. Ejemplo: 1+2+5

Presencia o ausencia de alteraciones en el
paladar blando y/o duro

Presencia o ausencia de patrén venoso
superficial prominente identificadas en la
exploracion fisica
Se otorgara un estadio de la escala de
Tanner dependiendo del desarrollo
mamario en mujeres, de la siguiente forma
e Tanner | (preadolescente) solo la
papila elevada por arriba de la
pared toracica
e Tanner Il (Brote mamario)
elevacién de las mamas y papilas
como pequefios monticulos e
incremento del diametro de la
areola
e Tanner lll, las mamas y areolas
contindan creciendo, no muestran
separacion del contorno
e Tanner IV, la areola y las papilas
se elevan por encima del nivel de
la mama y forman monticulos
secundarios con mayor desarrollo
del tejido mamario
e Tanner V, mamas femeninas
maduras. Las papilas se
extienden mas alla del contorno
de las mamas como resultado de
la recesion de la areola.

Ordinal

Dicotémica

Ordinal

Sin dismorfias faciales
Cara triangular

Puente nasal deprimido
Labios gruesos
Prognatismo

Integro
Paladar hendido submucoso
Paladar hendido

. Ausente
. Presente

No valorable
Tanner |
Tanner [l
Tanner Il
Tanner IV
Tanner V
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Hernia inguinal Cualitativa
Genitales Cualitativa
Tanner genitales Cualitativa
Hiperextensibilidad = Cualitativa

cutanea

Presencia o ausencia de hernia inguinal.
Busqueda dirigida mediante la realizacién
de la maniobra de Edward Wyllys
Andrews, que consiste en:

Con el paciente de pie o0 acostado se
introduce el dedo gentiimente en el
trayecto inguinal, localizar el anillo inguinal
superficial, se indica al paciente pujar o
toser.

Descripcién fenotipica del aspecto general
de los 6rganos genitales externos

Se otorgara un estadio de la escala de
Tanner dependiendo del desarrollo genital
en varones, de la siguiente forma:

e Tanner I (preadolescente)
testiculo, escroto y pene tienen
tamafio proporcional a infancia

e Tanner Il crecimiento escrotal y
testicular asi como cambio de
textura

e Tanner Il mayor crecimiento del
pene, en longitud y circunferencia

e Tanner IV desarrollo del glande.
Oscurecimiento de piel escrotal

e Tanner V genitales adultos

Presencia o ausencia de cutis laxa. Se
evalla jalando gentilmente en la piel de la
cara anterior del antebrazo o en la mufieca
hasta que se encuentre con resistencia.

Nominal

Nominal

Nominal

Dicotdmica

Mo

1.
2.

ghrhONdMPOROONOOR~WONE

Ausente
Unilateral
Bilateral

Acordes a edad y sexo
Micropene

Hipospadias

Ambigliedad genital
Criptorquidia

Criptorquidia unilateral derecha
Criptorquidia unilateral izquierda
Criptorquidia bilateral

Fistula uracal

. Displasia genital

No valorable
Tanner |
Tanner [l
Tanner Il
Tanner IV
Tanner V

Ausente
Presente
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6. RESULTADOS

6.1. Descripcion de la muestra

Se incluyeron 10 casos correspondientes al grupo “sindrémico” con sospecha
clinica de NCGT4; y 10 casos correspondientes al grupo “aislados”; para la
descripcion y evaluaciébn de las caracteristicas demograficas clinicas y de
laboratorio. Para mantener el anonimato de los pacientes, se codificaron de la
siguiente manera:

= NCG — Neutropenia congénita grave. Representando el protocolo

= “S” 0 “A” — Representativo del grupo al que pertenece cada paciente. (A-
Aislado y S-Sindromico)

= Numero de dos digitos iniciando por 01 en orden conforme los pacientes se
fueron reclutando.

6.1.1.Caracteristicas Demograficas de los 20 casos estudiados

Los pacientes eran provenientes de diferentes estados y localidades de la
republica: Ciudad de México, Estado de México, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo,

Figura 7. Origen geografico de los pacientes, grupo sindrémico y aislado.

San Luis Potosi
Aislado 1

Guanajuato
Aislado 1

Hidalgo
Estado de México Sindrémico 1
Aislados 1

Sindrémicos 3

Veracruz
Aislado 1

CdMx | Sx 1
Aislados 5
Sindrémicos 3 Guerrero | Tabasco
Aislados 1 Sindrémico 1

Oaxaca
Sindrémico 1

Oaxaca, San Luis Potosi, Tabasco y Veracruz (Fig. 7).
La proporcion de sexo en ambos grupos fue de 4 mujeres por cada hombre. La
mediana de edad actual en ambos grupos fue similar (Sindromicos 38.5 afios [21-

68 afios]; Aislados 40 afios [25-87 afios]); la mediana de edad al diagnostico en
ambos grupos fue de 32 afos, sin embargo, en el grupo sindromico se observo un
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rango mas amplio (Sindrémicos 1 mes de vida extrauterina [VEU] a 58 afios;
Aislados 15-80 afios).

6.1.2. Antecedentes heredofamiliares

Se elaboré una genealogia de los 20 casos, se describieron datos de
consanguinidad; se registraron todas aquellas enfermedades que podrian formar
parte del espectro de NCGT4 (Hematoldgicas, cardiacas, urogenitales, talla baja).
En el grupo “sindromico” 5 fueron caso Unico, 2 tenian antecedente de un familiar
de primer grado con historia de infecciones recurrentes (hija y hermana,
respectivamente) y en un caso se reportd antecedente de 2 familiares de primer
grado con leucopenia (dos hermanas). Dos casos presentaban antecedente de
familiares de segundo grado afectados por infecciones recurrentes y/o datos
sugestivos de cardiopatia congénita.

En el grupo “aislado”, 6 fueron caso Unico, dos casos presentaron 1 familiar de
primer grado afectado (hija infecciones recurrentes); un caso presentd dos
familiares de primer grado afectados (hijo fiebre recurrente y hermana leucopenia)
y un caso presento antecedente de infecciones recurrentes en familiar de segundo
grado (tabla 7).

Tabla 7. Representacion de pacientes con antecedentes heredofamiliares positivos

Casos p£:|;= Especificacion
NCG-A-01 Sobrina con neutropenia
NCG-S-05 Hija infecciones de vias aérea de repeticion
NCG-A-11 Hija infecciones de vias aérea de repeticion 1er grado
NCG-A-13 Hijo fiebre recurrente; hermana leucopenia 2° grado
NCG-S-17 Hermana leucopenia
NCG-A-20 Hija infecciones de vias aérea de repeticion
NCG-S-22 2 hermanas infecciones de vias aérea de repeticion

6.1.3.Caracteristicas Clinicas

6.1.3.1. Hematolodgicas

Dentro del grupo “sindromico”, tres pacientes presentaban diagndstico de
neutropenia ciclica, dos de neutropenia grave, dos casos de nheutropenia sin
especificacion de gravedad; otros diagnosticos hematoldgicos fueron bicitopenia,
pancitopenia y aplasia medular (uno de cada uno, respectivamente) (Tabla 8).

En este grupo se obtuvieron las ultimas biometrias hematicas (BH’s) identificadas
en el sistema de laboratorio institucional (Labsis), y se registré el niamero total de
leucocitos y el porcentaje de neutrofilos con el fin de obtener una cuenta absoluta
de neutrdfilos. En 5 casos fue posible obtener datos de 30 BH'’s, mientras que el
paciente con menos datos contaba con solo 3. Estos datos se graficaron para
conocer el comportamiento de su neutropenia (Figura 8).
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Tabla 8. Diagndstico hematoldgico correspondiente a los 20 casos

ALTERACIONES HEMATOLOGICAS

Grupo sindromico

NCG-S-03
NCG-S-05
NCG-S-06
NCG-S-07
NCG-A-08
NCG-S-09
NCG-S-14
NCG-S-17
NCG-S-21
NCG-S-22

Grupo aislado

NCG-A-01
NCG-A-02
NCG-A-04
NCG-A-10
NCG-A-11
NCG-A-12
NCG-A-13
NCG-A-16
NCG-A-18
NCG-A-20

Neutropenia ciclica
Neutropenia idiopatica
Bicitopenia
Neutropenia grave
Pancitopenia

Aplasia medular
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Cuenta Absoluta de Neutroéfilos - Grupo "Sindromico"
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e=x=NCG-5-05 33711482184917471879171118702193286119141751224420002072202821461221
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e NCG-5-09 15011591249617321521
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Cuenta absoluta de neutrofilos

Figura 8. Grafica representativa de Cuenta Absoluta de Neutroéfilos en grupo "sindrémico"
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6.1.3.2. Manifestaciones Extrahematoldgicas

Las caracteristicas extrahematoldgicas de cada caso se muestran en la Tabla
9. La manifestacion mas frecuente fueron alteraciones del sistema vascular
periférico (7/10 casos), caracterizado principalmente por presencia de patron
venoso superficial prominente (PVSP) y en una paciente por insuficiencia venosa
periférica.

Las alteraciones cardiovasculares a su vez se presentaron con elevada frecuencia
en este grupo (7/10 casos), en 4 casos se presentd el antecedente de soplo
cardiaco, sin nuevas valoraciones ecocardiograficas. Un caso (NCG-S-14) se
presentd inicialmente sin datos cardiolégicos, a la exploracion fisica se identificd
soplo holosistélico, se complementd estudio con ecocardiograma transtoracico
(ECOTT) en donde se documenté comunicacion interauricular (CIA) con datos de
insuficiencia mitral e insuficiencia adrtica leve. Dos casos (NCG-S-06 y 07)
presentaban antecedente de correccién quirtrgica de CIA.

Tabla 9. Manifestaciones extrahematoldgicas en grupo sindromicos (NCG-S)

o
2 - Cardiovascular
LS % S Soplo cardiaco
2 = & g c CIA
© e — c C Ne)
3 § 2 35 % 2 |
B I 5 & Urogenital
o © =)
S 5 £ 6 & & = Anomalia en sistema
reproductor N.E
NCG-S-03 1.48* Hiperplasia de labios
NCG-S-05 1.51 menores
= ' Criptorquidia bilateral
* .
NCG-S-06 1.34* Agenesia renal
* - Hipoplasia renal
NCG-S-07 1.62
Vascular periférico
NCG-5-08 1.64 Insuficiencia venosa
NCG-S-09 1.7 PVSP
. * Gastrointestinal
NCG-S-14 1.57 -
Ell Crohn
NCG-S-17 1.68 Diarrea cronica
Ell CUCI
NCG-S-21 1.6 o
Audicion
NCG-S-22 1.32 Hipoacusia Neurosensorial
* Pacientes con talla por debajo de la percentil 3 poblacional, * Pacientes con mutacion identificada, PVSP

patréon venoso superficial prominente, CIA Comunicacién interauricular, Ell Enfermedad Inflamatoria
Intestinal, CUCI colitis ulcerosa crdénica inespecifica.
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Las manifestaciones urogenitales en este grupo estaban presentes en la mitad de
los pacientes (5/10 casos), cada uno de estos pacientes presenté una manifestacion
diferente; identificando un caso (NCG-S-05) con antecedente de anomalia en
sistema reproductor no especificada, un caso (NCG-S-06) con hiperplasia de labios
menores, un caso (NCG-S-07) con antecedente de criptorquidia bilateral corregida,
otro (NCG-S-21) con agenesia renal y un caso de hipoplasia renal (NCG-S-22).

Dentro de las manifestaciones gastrointestinales (4/10 casos) destaca la presencia
de enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) en 3 casos (NCG-S-06 al 08), en dos de
ellos presente como enfermedad tipo Crohn y en uno como colitis ulcerosa cronica
inespecifica (CUCI). En el caso NCG-S-14 se identificé diarrea cronica la cual ha
sido abordada multiples veces sin datos que permitan clasificarla dentro de Ell.
Asimismo, se documentd hipoacusia neurosensorial en un paciente. En dos
pacientes (NCG-S-03 y 06) se identificd talla baja, es decir, por debajo de la
percentila 3 poblacional.

6.2. Descripcion de las mutaciones identificadas

En tres casos (NCG-S-06, 07 y 14) se identificé variante patogénica (tabla 9).
Se detectaron dos variantes, ambas localizadas en el exén 1 del gen G6PCS3.
Ambas variantes generan un codon de paro prematuro dando como resultado una
proteina trunca; asimismo, ambas se encuentran clasificadas como patogénicas en
distintas bases de datos (Figura 9).

Gen G6PC3 [NM_138387.3]

c.210delC
p.F71Sfs*46

|

5'UTR — — — — — 3'UTR

t

c.199 218+1del
p.I67Vs*13

Variantes Sin Sentido

Figura 9. Representacién gréfica del gen G6PC3 y localizacién de las mutaciones
identificas en los pacientes con Neutropenia Congénita Grave Tipo 4

Estos tres casos corresponden a dos casos homocigotos para la variante c.210delC
(p.F71Sfs*46) [NCG-S-07 y 14], asi como un caso heterocigoto compuesto para la
variante ¢.210delC (p.F71Sfs*46) y la variante ¢.199 218+1del (p.I67V{s*13) [NCG-
S-06]. El analisis de segregacion de las variantes fue posible anicamente en dos
casos (06 y 07), identificando como portadores de las variante a ambos progenitores
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en los dos casos. Los electroferogramas correspondientes se muestran en la figura
10.

A6 T 666 CTCAACCT CAT CT T CAAGT G GT GAG ACAG AGS AAGCCEC

Secuencia de Referencia G6PC3
[NM_138387.3]

Heterocigoto
c.199 218+1del [p.I67Vfs*13]
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Heterocigoto
¢.210delC [p.F71Sfs*46]

Heterocigoto compuesto
c.199_218+1del [p.I67Vfs*13]
¢.210delC [p.F71Sfs*46]

Homocigoto
¢.210delC [p.F71Sfs*46]

Figura 10. Electroferogramas de secuencia de referencia del gen G6PC3 y variantes
patogénicas identificadas.

6.3. Descripcion clinica de los casos confirmados

En los casos positivos (descritos en la seccion 6.2) se observé que el diagnéstico
hematologico de referencia es variable; el caso NCG-S-06 inicialmente se ingreso
con diagnéstico de neutropenia sin especificacion de gravedad, sin embargo,
durante el transcurso del estudio por normalizacion en biometria hematica y
ausencia de datos infecciosos se descartd. El caso NCG-S-07 cuenta con
diagndstico de neutropenia ciclica desde el 2004 y en tratamiento intermitente con
G-CSF, dentro de su historia de infecciones destacan aftas orales recurrentes
(estomatitis) y condilomas anales. Por ultimo, el caso NCG-S-14 cuenta con

52|Pagina



diagnéstico de pancitopenia desde el 2017, sin tratamiento actual; niega
antecedentes infecciosos graves (Tabla 10).

En la figura 11 se observan una grafica representativa de las cuentas absolutas de
neutrofilos de los tres casos, demostrado un patron de recuperacion y recaida,
siendo importante recalcar que uno de los casos presenta niveles mas bajos.
Aunado a esto, en los tres casos se identificd linfocitopenia (<1000 células/ mm3),
mientras que en dos casos (NCG-S-07 y 14) se documentd trombocitopenia
intermitente

Tabla 10. Manifestaciones hematoldgicas en pacientes con diagndstico confirmado
de Neutropenia Congénita Grave Tipo 4

Caracteristica NCG-S-06 NCG-S-07 NCG-S-14
Diagndstico de referencia Anemia Neutro([;%rgj)mcllca Pancitopenia (2017)
Trombocitopenia " "
intermitente (<150,000) 245,000-573,000 17,000*-257,000 91,000*-448,000
Linfocitopenia (<1000 175-825 . 257-884
. 3 . 3 171-780 células/mm . 3
células/ mm ) células/mm células/ mm

Cuenta absoluta de neutrdéfilos (ANC), pacientes con mutacion en G6PC3

5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500 massssssssssssssssssssssssfosssnsaesssssssssscngussnnnsaspasssssnnnafunnsagussdopasssgeccadahashbosssfMissssssbanfunsfunnnnghan
1000

500

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

NCG-5-07 NCG-5-14 NCG-5-06

Figura 11. Representacion gréfica de cuentas absolutas de neutrofilos en casos con diagnostico
confirmado de Neutropenia Congénita Grave Tipo 4
*Linea punteada roja denota el limite inferior a partir del cual se considera neutropenia
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6.4. Estudio de extension a familiares

Se realizd estudio de extension en familiares del caso NCG-S-07, la
genealogia correspondiente a este caso se muestra en la Figura 12. Se identificaron
dos primos hermanos del paciente con datos sugestivos, el primero (individuo V.4
en la genealogia) corresponde a una femenino con hernia inguinal bilateral
recidivante, soplo cardiaco y antecedente de aftas orales recurrentes; el segundo
(IV.5), masculino con antecedente de criptorquidia, infecciones recurrentes y talla
baja.

Para el estudio molecular se obtuvo muestra de la hermandad con datos
sugestivos, sus progenitores y de los abuelos maternos del caso indice (NCG-S-
07). Se identific6 que ambos casos corresponden a un estado homocigoto de la
variante ¢.210delC [p.F71Sfs*46]; del mismo modo, los progenitores son portadores
de dicha variante, asi como la abuela materna (Figura 12).

6.5. Analisis del gen ELANE

Conociendo la prevalencia de neutropenias que son atribuibles a variantes
en el gen ELANE, nos propusimos como objetivo secundario estudiar dicho gen con
el fin de descartar/corroborar variantes en el mismo.

El analisis de secuenciacion se realizé Unicamente en aquellos casos que fueron
negativos a variantes en el gen G6PC3. En ninguno de los dos grupos,
“sindrémicos” o “aislados”, se identificaron variantes patogénicas o de significado
incierto.

Portezuelo, Jiquipilco, Edo. Mex. Portezuelo, Jiquipilco, Edo. Mex.
1 2 3 4 5 3 7 8

I DO DO c.210delC

e I N
00 Y & 6ﬁT<5JZﬁé

1 2 3 4 5 | * 6 * 8
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>
33
*

m‘ c.210delC c.210delC /c.ZTDde_IC
OSoplo cardiaco + hernia inguinal bilateral + aftas orales
v 2 2
; Criptorquidia + infecciones recurrentes

e Ell + neutropenia grave
IZI Portador de variante c.210delC

Figura 12. Genealogia correspondiente al caso NCG-S-07

Numeros romanos identifican generaciones, nimero arabico enumera miembros familiares.
Hombres representados por rectangulo, mujeres por circulo. * Identifica aquellos individuos
en los que se realiz6 basqueda de la variante. Flecha identifica al probando .



7. DISCUSION

La NCGT4 es una enfermedad de origen genético, multisistémica, con un
modo de herencia autosémico recesivo, debida a por mutaciones en estado
homocigoto o heterocigoto compuesto del gen G6PC3.

Se caracteriza por la presencia de neutropenia, la cual puede ser de tipo cronica o
intermitente, presentandose en ocasiones como neutropenia ciclica. Ademas, se
asocia con la presencia de manifestaciones extrahematologicas, principalmente un
patrén venoso superficial prominente, alteraciones cardiovasculares y urogenitales.
Este estudio pretendié establecer las caracteristicas extrahematologicas que al
asociarse con neutropenia podrian sugerir el diagndstico de NCGT4 y permitir su
subsecuente confirmacién molecular.

Los pacientes provenian de diferentes regiones de la republica mexicana, sin
embargo, se observé que los tres casos con confirmacion molecular tienen origen
familiar dentro del Estado de México. Este hallazgo es altamente relevante dado
que previamente se describieron los primeros pacientes mexicanos con déficit de
G6PC3; de estos, 3 (3/5) son originarios del Estado de México y portadores de la
principal variante patogénica observada en nuestra cohorte (c.210delC).3¢ En la
figura 13 se puede observar un mapa representativo del Estado de México, con el
origen familiar de los casos.

W s
Atlacomulco L 3aS, Jiquipilco .
Paciente (Vélez-Tirado, NCG-5-07 /Homoqgoto
2020) Padre portador variante
Ixtlahuaca
NCG-S-06 / Heterocigoto
compuesto’
¢ _
Toluca /- Temoaya

5| Madre portadora variante

NCG-S-14 / Homocigoto| =
/ 8OO} (Vélez-Tirado, 2020)

4

/\\\\ Ixtlahuaca

7 1
L I~ o1 S
{ SN . Jiquipilco Toluca
N\ * =4

= ‘Atlocomulco
vf‘/ Temoaya

Figura 13. Mapa representativo del Estado de México, origen familiar de pacientes
mexicanos reportados
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La variante ¢.210delC tiene una frecuencia alélica menor <0.01.7® Del mismo modo,
solo ha sido descrita en poblacion hispana. Es importante recalcar que dos de los
casos descritos en este estudio, compartian el apellido “Pifa”. La relevancia esta en
que el apellido es infrecuente en la poblacidén mexicana, y sus origenes esparioles
nos orientan a que el mismo, pudo haberse introducido en la poblacion mexicana
durante los procesos de colonizacion. Estos hallazgos, nos hacen considerar la
posibilidad de un efecto fundador, el cual seria interesante investigar mediante
estudios de genética poblacional, sin embargo, por el momento quedan fuera del

objetivo de este estudio.

A pesar de que en la literatura se ha descrito que mas de la mitad de los pacientes
presentan antecedente de consanguinidad, ninguno de nuestros pacientes lo
presentd. Del mismo modo, aproximadamente el 35% de los pacientes
corresponden a publicaciones del Medio Oriente.*?

En nuestro estudio se observé una relacion hombre a mujer de 1:2, lo cual difiere
de lo previamente reportado en la literatura,?* sin embargo, se trata de una muestra
reducida. Al ser una enfermedad autosdmica recesiva no se espera observar una
tendencia de predominio por sexo, sin embargo, en la literatura se han descrito
principalmente casos masculinos.” Este dato en nuestra poblaciéon podria estar
relacionado con que el sexo femenino representa una gran proporcion de los
pacientes atendidos dentro del INCMNSZ.

Durante el periodo de enero 2000 a diciembre 2020 se obtuvieron 115,197 nuevos
registros dentro del INCMNSZ. Estos datos nos permitieron obtener la incidencia de
la enfermedad, calculada en 1 por cada 38,400 pacientes. Esta incidencia es
superior a lo previamente reportado, donde se considera 1 caso por cada 10
millones de habitantes,?® por lo que es importante considerar la posibilidad de un
subdiagnéstico tanto a nivel nacional como mundial.

De acuerdo con la definicién inicial de neutropenia congénita grave esta debe ser
constante y presentarse en los primeros meses de vida con infecciones
recurrentes,’® sin embargo, esta no fue la constante en nuestra cohorte. Ninguno
de nuestros pacientes se present6 con infecciones recurrentes o graves durante el
periodo prenatal o en la infancia. Del mismo modo, ninguno de los pacientes
presentd neutropenia constante, pudiéndose observar en la figura 11 que en los tres
casos se presentd de forma intermitente con periodos de recuperacion completa.

Estos datos sugieren que el fenotipo hematoldgico podria ser de menor gravedad,
evitando que los pacientes sean considerados para diagnéstico de NCGT4, lo cual
apoyaria el subdiagnostico de la misma. Asimismo, es importante mencionar que
tanto en la literatura como en nuestra cohorte se observo la presencia de
trombocitopenia intermitente, sin embargo, este dato continua sin ser considerado
como parte importante del fenotipo.
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Dentro de las anomalias cardiovasculares, los defectos del septum atrial (DSA) son
los que con mayor frecuencia han sido reportados en estos pacientes.®® Los DSA
por lo general se presentan de forma asintomatica o como un soplo suave, lo que a
su vez genera que muchos de estos defectos pasen desapercibidos hasta la edad
adulta.’® Dos de los casos aqui reportados fueron diagnosticados con comunicacion
interauricular posterior al inicio del abordaje de anomalias hematologicas. Esto a su
vez complica el diagnostico de NCGT4, dado que en ausencia de DSA la sospecha
de esta entidad puede ser menor o incluso nula.

Estudios previos han investigado la presencia de mutaciones en G6PC3 asociadas
a casos de neutropenia congénita (NC) sindromica, definida como aquella con al
menos una manifestacion extrahematologica. Boztug y col. (2011) en una cohorte
de 31 pacientes con NC sindromica, identificaron 16 pacientes con variantes
patogénicas bialélicas; los autores concluyeron que la caracteristica no
hematoldgica mas consistente en el déficit de G6PC3 es el patron venoso superficial
aumentado, dato consistente con nuestros estudio.*

El rendimiento diagndstico de dicho estudio fue mucho mayor al observado en el
nuestro, sin embargo, esto podria deberse a que dicha cohorte ademas de ser de
mayor tamafo estaba conformada por pacientes mas jévenes. Si bien hasta la fecha
no se ha reportado una esperanza de vida baja, la presencia de malformaciones
congénitas asociadas a infecciones recurrentes podria llevar a desenlaces
desfavorecedores en una gran proporcion de pacientes.

Alrededor del 10% de todos los casos de NCGT4 reportados hasta la fecha
corresponden a casos no sindromicos.*® Con la intension de identificar alguno de
estos casos se integré el grupo aislado, en el cual no se identificaron variantes
patogénicas causales en ninguno de los exones de G6PC3. Conociendo la elevada
prevalencia de variantes en ELANE causantes de neutropenia congénita/ciclica, se
realizd la secuenciacion de este gen, sin identificar variantes patogénicas. Sin
embargo, seria interesante investigar su frecuencia en la poblacion mexicana en
cohortes mas grandes.

Las variantes patogénicas por lo general son mas frecuentes en estado homocigoto
vs heterocigotos compuestos (Homocigotos 91/105, 86.66%; heterocigoto
compuesto 13/105, 12.38%). Del mismo modo, la distribucién de variantes a lo largo
del gen se encuentra principalmente localizadas en el exdn 6, seguido de los exones
1,5, 2y 3; yendos casos variantes intronicas. En los heterocigotos compuestos, la
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Figura 14. Representacion grafica de exones involucrados en NCGT4

A) Exones afectados en casos homocigotos B) Exones afectados en casos heterocigotos compuestos
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combinacion mas frecuente es la presencia de variantes patogénicas en el exon 6
asociada a variante intronica, seguido de cualquier otra combinacién (Figura 14).

Dentro del grupo aislado se identificé una paciente (NCG-A-10) portadora para la
variante c¢.210delC, se realiz6 la busqueda de variantes en el resto de los exones
de G6PC3, asi como variantes en ELANE. Este analisis se realizé considerando la
descripcion de pacientes dobles heterocigotos para ambos genes en los cuales se
presentaba un fenotipo de neutropenia ciclica; sin embargo, en la paciente no se
identifico otra variante. Este hallazgo recalca ain mas la importancia de considerar
la tasa de portadores para la variante ¢.210delC en la poblaciéon mexicana, asi como
una mayor descripcion del fenotipo en portadores.

Respecto a la correlacion genotipo-fenotipo que se consideré como un objetivo
secundario del estudio, esta no pudo ser llevada a cabo dada la muestra final que
se reclut6 para el estudio. Sin embargo, previamente se ha descrito que no existe
una clara correlaciéon genotipo-fenotipo.?*

El diagnostico confirmatorio de NCGT4 permite realizar estudios de extension a
familiares en riesgo, permitiendo identificar aquellos casos con manifestaciones que
no han recibido una adecuada atencion, mejorando el seguimiento, manejo y
favoreciendo la prevenciéon de complicaciones. A su vez, la identificacién de
portadores de las variantes patogénicas permite realizar un asesoramiento genético
personalizado.

A pesar de esto, es importante considerar que dado el fenotipo tan amplio que se
puede observar en los pacientes, este diagndstico puede pasar desapercibido en
una gran proporcion. Esto puede ser secundario a que, al considerarse una
enfermedad rara con una prevalencia muy baja, no sea considerada dentro de las
principales sospechas diagnosticas. Aunado a esto esta la caracteristica del
fenotipo hematoldgico, el cual como pudimos apreciar en este estudio no siempre
se comporta de manera grave. Ademas, en casos donde la anomalia cardiovascular
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no ha sido identificada, el caso sea visto como una entidad no sindromica y se
consideren otras opciones diagnosticas antes.

Las limitantes de este estudio fueron, falta de informacion en expedientes clinicos,
interrupcion del seguimiento en varios casos. Del mismo modo, es posible que no
se hayan captado todos los casos con datos sugestivos, esto estuvo influenciado
por temor a la pandemia actual.
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8. CONCLUSIONES

Este es el primer estudio en poblacion mexicana que busca identificar pacientes con
NCGT4 a partir de una cohorte de pacientes con neutropenia sindromica. Dentro de
los datos demogréficos el sexo del paciente no fue relevante para el diagnoéstico, sin
embargo, el origen familiar en el Estado de México debe considerarse como
relevante.

Dentro de las manifestaciones hematologicas, los pacientes con mutacion
presentan variacion en los niveles de CAN, con patrones de recaida y recuperacion.
En cuanto a las extrahematologicas, se caracteriza principalmente por la presencia
de PVSP y anomalia cardiovascular siendo esta principalmente los DSA,
especificamente la comunicacién interauricular.

Se detectaron dos variantes en el gen G6PC3, siendo la principal la variante
c.210delC. Esta variante estuvo presente en los 3 casos, los cuales no estan
relacionados. No se identificaron rearreglos genémicos grandes.

La NCGT4 es una entidad que representa un reto diagndstico, que a su vez requiere
de un seguimiento oportuno con el fin de prevenir complicaciones asociadas a las
anomalias extrahematoldgicas. Su sospecha diagnostica es principalmente
importante en casos de neutropenia asociada a alguna otra caracteristica
extrahematoldgica, principalmente el PVSP y DSA.

El médico genetista desempefia un papel importante, brindando un adecuado
asesoramiento genético tanto para el paciente como para la familia.
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10. ANEXOS

10.1. Anexo Al. Cuestionario “Historia clinica y familiar
NCGT4”

ANEXO 1

Protocolo: “Caracterizacién Clinica, Molecular y Analisis de
Correlacion Genotipo-Fenotipo en Pacientes con Neutropenia
Congénita Grave Tipo 47

Titulo: Cuestionario “Historia clinica y familiar NCGT4"

Fecha de captura:

Datos de contacto

MNombre: Registro:

Sexa fenotipico: Escaolaridad:

Ocupacion: Lugar de nacimiento: (cudsd, estade]
Teléfanos: Carreos:

Domicilio: CP:

Antecedentes heredofamiliares

Genealogia (Pdgina 6)

Antecedentes personales no patologicos
Actividad Fisica:

Inmunizaciones:

_Fecha:

_Fecha:

_Fecha:

Grupo Sanguingo:

Tatuajes:

Perfaraciones:

Exposicién al humo de lefia:

Exposicién a toxicos:

Antecedentes Gineco-obstétricos (en cosc de vardn, dejor vacio)
henarguia: . Embarazos: . Abortos:

racterizacidn Clinica, Malecular y Analisis de Correlacion Genotipo-Fenatipe en Pacientes con Meutropenia Congenita Grave
ersian 1, abril 2021

Protocole
Tipo &
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Enfarmedades durante |z gestacicn:

Fecha de dltima regla:

Pubarca:

Telarca:

Caracteristicas del sangrado menstrual:

Imicio de vida sexual:

Momerc de pargjas sexuales:

Meétodos anticonceptives utilizados:

Enfarmedades de Transmision Sexual:

Antecedentes androlégicos (£ coso de mujer, dejar vacio)
Inicio de vida sexual:

Mamero de parejas sexuales:

Usa de preservativo:

Enfarmedades de Transmision Sexual:

Antecedentes personales patologicos
Alergias:

Enfermedades de la infancia:

Transfusiones:

Infeccionses recurrentes:

1. .éCuando?
2 -éCuando?
3. . éCuando?
4. . éCuando?
5. . éCuando?
&. . éCuando?
Cirugias:
7. .éCuando?
2. -éCuando?
3. . éCuando?
Protoco cterizacion Clinica, Molecular v andlisis de Correlacion Senotipo-Fenctipo en Facientes con Neutropenia Congenita Grave

Tipa & 1, abril 2021
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10. . éCuando?
11. . éCuando?
Hospitalizaciones extra quirdrgicas:
1. .éCuando?
2. .éCuando?
3. . éCuando?
4. . éCuando?
Comaorbilidades:
¢ Cardiacas
1 . éCuando?
2. . éCuando?
+ Endocrinoldgicas
3. . éCuando?
4. . éCuando?
s Urcldgicas
5. . éCuando?
6. . éCuando?
* Mefrologicas
7. . éCuando?
2. . éCuando?
s Genitales
S. . éCuando?
10. . éCuando?
s Otras
11. . iCuando?
12. . éCuando?
Traumatismos y fracturas:
Consumao de tabaco:
Consuma de alcohal:
Protocolo “Caractenzacion Clinica, Mo Ana rrelacidn Genotipo-Fenotipo en Pacientes con Meutropenia Congenita Grave
Tipo 47, Version 1, abnl 2021
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Consumo de drogas de abuso: . &Cuslas?

Tratamisntos

1. . Inicio/suspensidn
2. . Inicio/suspensidn
3. . Inicio/suspensidn

Exploracidn fisica

Peso: Segmento superior:
Talla: Segmento inferior:
PC: Relacidn segmentes:

Tallz klanco familiar:

Talla materna (em) + Talla paterna (em)
2

Varan =TEF + 6.5 cm
Mujer =TBF -6.5cm
Dascripeion:

Facies: Cara trisngular [_| Puente nasal deprimido ] Labios gruesos DF‘rogr‘atismc ]

Térax:  Pectus carinatum ]

Abdomen:

Extremidades:

Genitales:
Piel y tegumeantos:  Patrén vencse superficial erominente ] Cutis laxa ]
Protocolo cterizacion Clinica, Molecular y Analisis de Correlacion Genotipo-Fenotipo en Pacientss con Neutropenia Congénita Grave

Tipo &4 on 1, abril 2021

70|Pagina



Origen Origen
Abuelo paterno: Abuels paterna: Abuelo materno: Ahuelz materna:

Quien elabord:

Protocolo “Caracterizacion Clinica, Molecular y Analisis de Correlacidn Senotipo-Fenotipa en Pacientes con Neutropenia Congenita Grave Tipo 4. Version 1, abril 2021
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10.2.

Nacional de Asesores Genéticos

Anexo A2. Simbolos estandarizados por la Sociedad

Hombre Mujer N.E Comentarios
I
1 Individuos Genero asignado por fenotipo
b. 1925 30y 4mo
2.Individuos Leyenda usada para definir el
afectados sombreado. Usar solo si afeccion
_________________________________ clinica________ ]
>2 condiciones, simbolo se puede partir, cada
segmento diferente
e |
33- MU_“'P|95 5 @ @ Numero de hermanos dentro del
individuos simbolo (afectados no agrupar)
4. Multiples won uryn
individuos, Numero n @ <> Usar“n”en lugar de ™7
desconocido
5. Individuos ' i i
. Indicar causa de muerte si se sabe.
Muertos No usar cruz
d. 35 d. 4 mo d. 60's
6. Consultante O Individuo buscando
P P asesoramiento/estudio genético
7. Probando - )‘ Miembro familiar afectado que busca
PA P atencion
] . . ., .
8 Obitos Incluir edad gestacional y cariotipo, si
se sabe
28 ok 30 ok 33k
|
9. Embarazos P @ Edad gestacional y cariotipo debajo
e B del simbalo.
MNP Bk
Embarazos no llevados a término Afectados Sanos
10. Aborto Espontaneo . “AM e <Alt)wks Si se sabe SDG/genero escribir

cystic hygroma

debajo

11. Terminacion del

embarazo

T
=]
4=

&
=,
b
.
+

oo

7

No usar otras abreviaciones

12. Embarazo Ectopico

Escribir ECT por debajo del simbolo
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10.3.

periférica

Anexo A3. Técnica de toma de muestra de sangre

4.1. Toma de una muestra de sangre por
venopuncién

1. Rotule un tubo que
contenga EDTA segun las
. instrucciones del DMP-POE-06a ‘
(Rotulade de las extensiones de sangre
para el diagndstico microscopico
del paludismo).

2-3. Coloque un torniquetfe en el brazo
del paciente y busque una vena grande
con una movilidad minima.

!

4-5. Desinfecte la zona con alcohol y
deje que se seque al aire.

6. Infroduzca la aguja (unida a una
jeringuilla o a un fubo al vacio) y extraiga
la sangre de manera uniforme.

7. Suelte el torniquete, exfraiga la aguja
y con un algodén presione firmemente
sobre el lugar de la venopuncion.

/ 8. Transfiera la sangre al \

fubo que contiene EDTAy mezcle
ambos despacio invirfiendo el fubo

\ seis veces. /

— o

4.1. Toma de una muestra de sangre por venopuncién

Rotule un tubo que contenga EDTA con el nombre
del paciente y la fecha y la hora a la que se foma
la muestra. Véase el DMP-POE-06a: Rotulado

de las extensiones de sangre para el diagnostico
microscopico del paludismo.

Coloque un torniquete en el brazo del paciente (por
encima del codo) para hacer visibles o palpables

las venas. Pidale al pacienfe que cierre el pufio con
fuerza para que estas se vuelvan mas prominentes.

Palpe con el dedo indice para enconfrar una vena de
calibre suficienfemente grande y con una movilidad
minima.

Desinfecte la zona con una toallifa o un algodon
humedecido con alcohol isopropilico o etilico al 70%.
No vuelva a tocar la zona que ha limpiado.

Deje que la zona de la venopuncion se seque al aire
duranfe 30 segundos para que la muestra de sangre
extraida no se contamine con el alcohol, lo cual
podria causar hemolisis.

Infroduzca una aguja de flebofomia estféril y de un
solo uso (unida a una jeringuilla o a un tubo al vacio)
a lo largo de la vena, con el bisel dirigido hacia
arriba. Extraiga de manera uniforme entre 2 2 mly
un maximo de 4 ml de sangre.

Nofa: Los anficoagulantes pueden inferferir en la
adherencia de la sangre al porfaobjefos y en la
fincion de Giemsa, sobre fodo cuando la proporcion
enfre sangre y anficoagulanfe no es optima. Por ello,
en un tubo de 5 mi, el volumen de sangre deberia
superar los 2 mi.

Cuando haya recolectado un volumen suficiente

de sangre, suelfe el torniquete y pidale al paciente
que abra el pufio. Extraiga la agujay con un

algodon presione firmemente sobre el lugar

de la venopuncién. Pidale al pacienfe que siga
presionando en ese mismo punto con el brazo en alfo
hasta que deje de sangrar.

Transfiera la sangre al fubo que contiene EDTAy
mezcle ambos despacio invirtiendo el tubo seis veces.
No agite el fubo.
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10.4. Anexo A4. Procedimiento de separacion de productos

de PCR por electroforesis en gel de agarosa

Preparacion del gel de agarosa al 1.5%

1.

2.

Preparar un gel de agarosa al 1.5% tamafio de 10x10 cm con 5 mm de grosor y
usando un peine de 20x1 mm

Volumen de agarosa liquida requerida para ello es de 100 mL. Preparacion: pesar 1.5
g de agarosa deshidratada, colocar en un matraz Erlenmeyer y agregar 100 mL del
buffer TBE 1x, agitar y calentar en el horno de microondas durante 40 s, sacar, agitar
y calentar de nuevo 60 s, repetir estos pasos hasta que la agarosa se hidrate
completamente y no se observen particulas suspendidas.

Enfriar agarosa a punto de tacto y agregar 0.8 uL de bromuro de etidio. MANTENER
PRECAUCIONES. Agitar y verter en la base con el peine. Dejar solidificar.

Electroforesis:

1.

2.

Llenar la cAmara de electroforesis con el buffer TBE 1x. Sumergir la base con el gel
teniendo el cuidado de colocar el lado con los pozos del lado del anodo.

Preparar las muestras para correr: en un microtubo de 0.2 (si son varias muestras se
puede usar una tira) poner 10 uL de la muestra de ADN, agregar 3 uL del buffer de
carga (5x Green GoTagq Flexi Buffer, Promega).

En el primer pozo cargar el marcador de peso molecular, 5 uL. Cargar las muestras en
el gel con una micropipeta de 10-20 con punta larga, teniendo el cuidado de no
perforar el gel.

Conectar la tapa de la base a la fuente de poder. Aplicar una corriente de 90 mV.
Observar la frente del corrimiento de las muestras. En cuanto el colorante amarillo
llegue al final del gel, observar el gel en el transiluminador UV.

Observar la separacion de las bandas del marcador de peso molecular y determinar si
es necesario correrlo mas.

Capturar imagen en equipo.
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10.5.

de secuencia usando columnas de silica

Purificacion del fragmento amplificado en columna de silica

Anexo A5. Purificacion de los productos de reaccion

Para remover los oligonucleétidos sobrantes, la enzima, las sales y otras impurezas del
procedimiento anterior, la mezcla de productos de amplificacion se somete a purificacién
con reactivos y materiales comerciales, que consiste en los siguientes pasos (fig. 8A):

1.
2.

© x

10.

Purificar con el Kit QIAquick para PCR

Si el volumen de la reaccién
de PCR a purificar supera los
30 uL, transferirlos a un tubo
de 0.6 mL identificado de
manera correspondiente.
Para unir los fragmentos de
ADN a la columna, agregar 5
volimenes de buffer PB por 1
volumen de reaccion de PCR
al tubo de 0.6 mL.

Verificar que el color de la
mezcla sea amarillo, si es
naranja o violeta, agregar
10uL de Acetato de Sodio 3M,
pH 5.0.

Preparar columna QIAquick
en tubos de recoleccion de 2
mL. Poner la mezcla disuelta,
800 uL maximo por carga y
centrifugar a 13 000 rpm/1
min, descartar el eluido.
Repetir con el resto de la
muestra si  hay sobrante
usando la misma columna.
Regresar la columna al mismo
tubo de recoleccion.

Lavar con 750 uL del Buffer
PE, dejar reposar 2-5 min
antes de centrifugar a 13000

Vill

1114
900

692

501
489

404
320
242
190
147

124
110

— &7
T swausssrzens —

1.8 00

Agarose

bp na/4 ul

102
83
63

138
135

111
88
67

52

40
34
30
18

10/3.5/9.5/7/2

Figura 15. Plasmido VIII digerido, su peso
molecular y concentracion de cada fragmento.

rpm/1 min. Descartar el eluido y volver a centrifugar para eliminar el etanol.
Colocar la columna en un tubo de 1.5 mL.
Eluir el DNA con 30 uL de H20O libre de DNAsas, dejar reposar 4 min y centrifugar a

13000 rpm/1 min.

Estimar la concentracion (cantidad) del purificado en gel de agarosa 2% usando 5
uL méas 3 uL de buffer de carga y un marcador de peso molecular con cantidades

conocidas de ADN por banda.
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