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PALABRAS CLAVE: RESITEN
Enfermedad La Enfermedad Granulomatosa Crénica (EGC) es una inmunodeficiencia primaria,
granulomatosa que se caracteriza por un defecto de fagocitosis, con una incidencia estimada de
cronica, uno en 250 000 recién nacidos vivos. Las infecciones y lesiones granulomatosas
dihidrorodamina, son las manifestaciones clinicas mas frecuentes. La EGC se origina por una alte-
portadoras, México. racién funcional en una de las subunidades de la NADPH oxidasa, debida a una
mutacion en cualquiera de los genes que las codifican. Los tipos de herencia que
se han identificado son recesiva ligada al X (RLX) y autosémica recesiva (AR). Para
el diagndstico de EGC existen diversos métodos para la medicién de produccién de
superéxido, como la reduccién de citocromo C, quimioluminiscencia, reduccién
de nitroazul de tetrazolio (NBT), o la oxidacién de 1, 2, 3-dihidrorodamina (1, 2,
3 DHR).
Una vez establecido el diagnostico de EGC es de gran importancia identificar el
tipo de herencia que se presenta en cada caso, para poder brindar asesoramiento
genético a la familia del paciente, ademds de informarles a las portadoras de EGC
RLX el mayor riesgo que tienen de presentar enfermedades autoinmunes.
Dentro de los métodos diagndsticos que pueden auxiliarnos en la identificacion del
patréon de herencia y portadoras de EGC RLX se encuentra la 1, 2, 3 DHR, que esta
considerada como un método de tamizaje rdpido, sensible y poco costoso.
KEYWORDS: Chronic granulomatous disease diagnosis: Patients and carriers
e Abstract
granulomatous Chronic granulomatous disease (CGD) is a primary immunodeficiency, it has a defect
disease, dihydror- in phagocytosis and its estimated incidence is 1 in 250,000 live births. Recurrent in-
hodamine, carriers, fections and granulomas are the most common clinical manifestations. CGD is caused
Mexico. by a functional defect in one of the subunits of the NADPH oxidase, the patients have
mutations in NADPH genes. There are two patterns of transmission described in CGD,
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inexpensive cost.

Introduccion

La capacidad de los fagocitos para generar radicales
libres de oxigeno es parte esencial de los mecanis-
mos de defensa contra infecciones en humanos. La
produccion de radicales libres en el estallido respi-
ratorio es mediado por la enzima NADPH oxida-
sa.! La importancia de la funcionalidad intacta del
complejo de la NADPH oxidasa es demostrado
clinicamente en los pacientes con Enfermedad
Granulomatosa Crénica (EGC).>?

La EGC es una inmunodeficiencia primaria se
caracteriza por un defecto de fagocitosis, especi-
ficamente en el complejo enzimadtico de la NADPH
oxidasa; tiene una incidencia estimada de uno en
250 000 recién nacidos vivos.* Las infecciones y
lesiones granulomatosas son las manifestaciones
mads frecuentes. El pulmodn, piel, ganglios lin-
faticos e higado son los sitios mds frecuentes de
localizacién de infecciones.>® La EGC confiere pre-
disposicién a infecciones por bacterias y hongos
como Staphylococcus aureus 'y Aspergillus; ademas
de otras causadas por micobacterias como el Baci-
lo Calmette-Guérin (Tabla 1).7

La NADPH oxidasa estd constituida por seis
subunidades: una cadena f3 glucosilada de 91 kDa
(gp91phex Phagocyte oxidasel) g cadena no glucosilada
de 22 kDa (p22r'¥), y las proteinas p47°t~, p67Pie,
p40°x y 1a enzima pequena GTPasa p2lrac (Racl
en neutrdfilos y Rac2 en macréfagos). Estas protei-
nas se encuentran, en sus formas inactivas, agru-
padas en el complejo citocromo b558 (gp91Piex +
p22Ptx) - asociadas con la membrana citopldsmica
de los granulos de los fagocitos y como proteinas
citosdlicas (p47°iox, p67°hox, p40rhox y p21rac).8”

Durante el proceso de la fagocitosis se inicia
la sefializacién intracelular rio abajo, los compo-
nentes citosélicos p47’"* y p67"os se fosforilan y
sufren cambios conformacionales que favorecen
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X-linked and autosomal recessive. The diagnosis of CGD is made by direct measurement
of superoxide production, ferricytochrome c reduction, chemiluminescence, reduction of
nitroblue tetrazolium or 1, 2, 3 dihydrorhodamine oxidation.

After the diagnosis of CGD is important to identify the pattern of transmission in each
case in order to provide genetic counseling to the patient’s family, as well as inform X-
linked CGD carriers that have a major risk to develop autoimmune diseases.

The 1, 2, 3, DHR help to identify the pattern of transmission and carriers of CGD X-
linked, it is considered as a screening method because of its easiness, sensitive and

su union a p40°™°* y a citocromo b558, activindose
la NADPH oxidasa para asi transferir electrones a
moléculas de oxigeno y formar radicales libres de
oxigeno (superdxido, perdxido de hidrégeno e
hipoclorito), fendmeno conocido como “estallido
respiratorio”. Los radicales libres de oxigeno, son
capaces de interactuar con el ion potasio y las en-
zimas lisosomales, que en conjunto destruyen pro-
tefnas, polisacdridos, lipidos, ADN y ARN de los
microorganismos fagocitados.®51°

La EGC se origina por una alteracién funcional
en una de las subunidades de la NADPH oxidasa,
debida a una mutacién en cualquiera de los genes
que las codifican. Hasta el momento se ha identifi-
cado en el patrén de herencia ligado al X, que hay
una mutacion en el gen CYBB este codifica para
la proteina gp91”"* con una frecuencia de 65% a
70% de los casos; y dentro de las autosémicas re-
cesivas las mutaciones en los genes CYBA que co-
difica para la proteina p22#* (frecuencia de 5%);
NCF1 que codifica para la proteina p47°* (fre-
cuencia 25%); el NCF2 que codifica para la protei-
na p67°* (alrededor de 5%) y NCF4 que codifica
para p40°* (menos de 1%).1%13

Es importante considerar que en 10% de los
casos con EGC RLX existen mutaciones de novo,
es decir que el paciente es el primer afectado en
un pedigree, en estos casos el defecto genético no
se trasmite de los progenitores, sino se genera en la
célula germinal durante la embriogénesis.!

Patrones de transmision hereditaria en EGC

La EGC es una enfermedad hereditaria con dos pa-
trones de herencia. En el patréon autosémico rece-
sivo ambos padres son portadores de la mutacién
en uno de sus dos alelos; la posibilidad tedérica de
que sus hijos sean portadores, como los padres es
de 50%, mientras hay un riesgo de 25% para hijos
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afectados por la enfermedad, y otro 25% ni afecta-
dos ni portadores, totalmente sanos y libres.'

En el patrén de herencia recesiva ligada al cro-
mosoma X los individuos afectados son del sexo
masculino; esto se explica porque al tener la mu-
jer dos cromosomas X, uno con un gen mutado
y otro con un gen normal, el dltimo va a librar
de enfermedad; como los hombres sélo tienen un
cromosoma X, este contendrd un gen mutado que
causard la enfermedad. La probabilidad de descen-
dencia afectada dependerd del sexo del progenitor
que porta la mutacién. Un hombre enfermo tendra
100% de hijas portadoras y 100% de hijos sanos.
Una mujer portadora tendrd 50% de sus hijas por-
tadoras y 50% de hijos varones enfermos.'

Las portadoras en la EGC, importancia de su
deteccion

La lionizacién es un fenémeno que tiene lugar du-
rante la embriogénesis temprana y es irreversible,
a través de éste, las células de un organismo con
dos cromosomas X, (X, X,), uno de ellos es inac-
tivado y aparece en los llamados Corpusculos de
Barr. Forma parte de los mecanismos de compen-
sacion de dosis génica, evitdndose que las mujeres
expresen el doble de producto génico por disponer
de dos cromosomas X (frente a un X y otro Y en los
hombres). El cromosoma inactivado es diferente
en cada célula, es decir que en unas células el que
se inactiva es el X, y en otras el X, lo cual explica
el mosaicismo en un individuo.!® El fenémeno de
lionizacién en las mujeres portadoras de EGC RLX,
explica que un porcentaje de los neutrdfilos ex-
presen el gen mutado (no produzcan radicales li-
bres), y otro porcentaje de los neutréfilos expresen
el gen normal (produzcan radiales libres). Como el
fenémeno de lionizacion es aleatorio, el porcentaje
de una poblacién de neutréfilos con produccion de
radicales libres normal y de otra con produccién
de radicales libres anormal va variar de portadora
a portadora de EGC.Y La mayoria de ellas tiene
una poblacién normal de neutréfilos de 10%, di-
cho porcentaje es suficiente para estar sin infeccio-
nes graves y recurrentes.!8?

Sin embargo, algunas de ellas presentan esto-
matitis aftosa recurrente y las lesiones cutdneas
que clinica e histolégicamente son parecidas a
las del lupus discoide. Se han reportado casos
raros de mujeres portadoras de EGC recesiva liga-
da al X que en edad adulta presentan infecciones

Tabla 1. Datos clinicos sugestivos de enfermedad granulomatosa crénica.

Inicio de los sintomas

Reaccion localizada de la vacuna de BCG al aplicarse al nacimiento

Infecciones severas y recurrentes

Localizacion: piel, higado, ganglios, pulmén

Tipo de infecciones: sepsis, adenitis, abscesos

Tipo e agentes: Staphylococcus aureus, , Burkholderia cepacia, Serratia mar-
cescens, nocardia, aspergillus, salmonella, bacilo de Calmette-Guerin (BCG) y
tuberculosis

Granulomas

Localizacion: tracto gastrointestinal (TGI) y genitourinario (TGU)
Manifestaciones en TGl Obstruccion de tracto gastrointestinal y cuadro que
semeja enfermedad de Crohn

Manifestaciones en TGU: obstruccion vias urinarias

Antecedentes heredo-familiares

Consanguinidad
Muertes en primer afio de vida en varones

bacterianas recurrentes o graves similares a la de
los pacientes con EGC.%

Una vez que se confirma un nuevo caso de
EGC se debe proceder a detectar que tipo de patrén
de herencia se presenta en la familia, esto debido a
que el asesoramiento genético que se ofrezca a la
paciente y su familia serd diferente para los casos
con herencia AR que aquellos con herencia rece-
siva RLX. Como ya describimos previamente las
portadoras de EGC RLX tienen un espectro clini-
co que va de ser asintomdticas, presentar algunas
manifestaciones leves o presentar un fenotipo cli-
nico similar a los pacientes con EGC.%

Métodos diagndsticos para pacientes y porta-
doras de EGC

Existen diversas técnicas de tamizaje para el diag-
nostico de EGC, todas tienen en comtn la medicién
de los radicales libres producidos por los neutroéfi-
los. Las técnicas mads utilizadas en el laboratorio
son la reduccién de citocromo C, quimioluminis-
cencia, reduccién de nitroazul de tetrazolio (NBT)
y la oxidacién de 1, 2, 3 dihidrorodamina (1, 2, 3
DHR).??? Cada una de estas técnicas apoya fuer-
temente el diagndstico de EGC ante un cuadro cli-
nico sugestivo. Algunas de ellas pueden ser utiles
para la deteccién de portadoras de EGC RLX. Sin
embargo, el estdndar de oro para el diagndstico de
pacientes con EGC, tanto AR como RLX, lo mismo
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que para los portadores de EGC AR o portadoras
de EGC RLX es la secuenciacion directa de los ge-
nes candidatos.'*?

Lareduccién de NBT es la técnica que se utiliza
con mayor frecuencia como tamizaje, es una téc-
nica sencilla; consiste en colocar una gota de san-
gre del candidato en estudio en un portaobjetos,
posteriormente se agrega PMA (forbol miristato
acetato) con el fin de estimular a los neutrofilos;
con esto hay una producciéon de radicales libres
(superdxido), estos al reaccionar con el colorante
NBT son reducidos a formazan; dicha reaccion se
hace evidente con un viraje de color amarillo péli-
do a azul pardusco en los neutréfilos sobre el por-
ta objetos. Los neutrdéfilos de pacientes con EGC
no producen radicales libres, por tanto muestran
incapacidad para reducir NBT, observdndose au-
sencia de cambio de color sobre el portaobjetos.**
Una de las desventajas de esta técnica es que a
pesar de que es una prueba cuantitativa, el valor
dado estard basado en el andlisis subjetivo del
observador. Es por esto que puede haber falsos
negativos, principalmente en aquellos casos con
afeccién en moléculas de la NADPH oxidasa como
p22Phox | pa7ehex |y pa7Px - en Jos que existe una
produccién parcial de radicales libres. Ademas la
deteccién de portadoras por estd técnica tiene un
margen amplio de error.”

Otros métodos ttiles en la medicién cuantitativa
del estallido respiratorio son a través de la quimio-
luminiscencia y la reduccién de citocromo c, debido
a que requieren la separacién de los neutrofilos de
sangre periférica, los lleva a ser complicados y poco
précticos como métodos de tamizaje diagnésticos.
La reduccién de citocromo c consiste en incubar
los neutréfilos con PMA, posteriormente medir la
produccion de superdéxido a través de un cambio
colorimeétrico, el cual no se observa en ausencia del
sistema de NADPH oxidasa funcional; este método
no es Util para la deteccién de portadoras.2®

Otras técnicas son aquellas basadas en mé-
todos en la fluorescencia, en éstas se utilizan
compuestos quimicos que se hacen fluorescentes
al tener contacto con los radicales libres produci-
dos por los neutrofilos. La fluorescencia emitida
es cuantificada por a través del citémetro de flujo.
Los dos fluorocromos maés utilizados son la diclo-
rofluoresceina (DCF) y la 1, 2, 3 DHR.?"8

Dentro de las ventajas de la técnica de la re-
duccién de 1, 2, 3, DHR estan que se realiza en
sangre total, sélo se requieren 0.1 mL (ideal para
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Figura 1. Produccion de radicales libres en polimorfonucleares (PMNs),
cony sin estimulo, en un control sano y en un paciente con EGC, medicion
por oxidacion de DHR.

PMNs
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10 102 10 10t
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w0 10?2 10
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Fluorescencia (DHR)

neonatos y lactantes) y es rdpida; ademas de que
es posible detectar la presencia de portadoras de
EGC RLX a través del patrén de histograma y por
tanto el patrén de transmisién hereditario. El fun-
damento tedrico de a técnica de reduccién de 1,
2, 3, DHR se basa en que la dihidrorodamina (no
fluorescente) atraviesa la membrana plasmadtica
de los neutroéfilos, una vez dentro reacciona con
el peroxido de hidrégeno para formar 1, 2, 3 roda-
mina (fluorescente). La conversion de la molécula
no fluorescente a fluorescente depende completa-
mente de la produccién de los radicales libres (Fi-
gura 1). Dentro de los resultados obtenidos por la
reduccion de 1, 2, 3, DHR por citometria de flujo
podemos tener tres posibilidades, sujetos sanos
(en los que la poblacion total de neutrofilos emite
fluorescencia) (Figura 2a), pacientes con EGC (en
los que la poblacién total de neutréfilos no emi-
te fluorescencia) (Figura 2b), portadoras de EGC
RLX (en las que existen dos poblaciones de neu-
tréfilos, una que emite fluorescencia y otra que no
emite fluorescencia) (Figura 2c).?*303

A pesar de que la mayoria de las diferentes téc-
nicas de tamizaje para la EGC se realizan desde los
anos noventa, no existen estudios sistematicos que
describan la sensibilidad y especificidad de cada
una de ellas. Richardson y colaboradores compa-
raron a la reducciéon de DHR contra la prueba de
reduccion de NBT cuantitativa; describieron que
ambas técnicas son equiparables en cuanto sensi-
bilidad en la medicién de radicales libres. La ven-
taja de la primera es que es mas rdpida y requiere
menos cantidad de sangre.
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Figura 2. Oxidacion de DHR en polimorfonucleares (PMN), cony sin estimulo, en un control sano, en un paciente con EGC y en la mama del paciente. Observe
como el paciente muestra nula fluorescencia (b) y la madre presenta dos curvas debido a sus dos poblaciones de neutréfilos, una sana y otra con nula fluorescencia
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Conclusiones

La EGC es una inmunodeficiencia primaria que
puede heredarse de dos formas autosémica re-
cesiva y recesiva ligada al X, hasta el momento
existen varios métodos diagndsticos para identifi-
car la EGC. Sin embargo, es de vital importancia
no solo diagnosticar a los pacientes con EGC, sino
también poder identificar su patrén de herencia,
para brindar asesoramiento genético y ademds para
orientar a las portadoras con respecto a las posible

manifestaciones clinicas que pueden presentar a lo
largo de su vida, como es el desarrollo de enferme-
dades autoinmunes. La conversién de 1, 2, 3 DHR
a 1, 2, 3 rodamina mediante citometria de flujo es
un ensayo rdpido y sensible para el diagndstico de
EGC y puede ser una herramienta ttil para identi-
ficar los patrones de herencia. Actualmente en la
Unidad de Investigacién en Inmunodeficiencias del
Instituto Nacional de Pediatria, se realiza la deter-
minacion de 1, 2, 3 DHR para diagndstico de pa-
cientes con EGC y deteccién de portadoras.
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