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ARTiCULO DE REVISION
Acta Pediatr Mex. 2019 julio-agosto;40(4):234-251.

INV

Importancia del diagndstico genético en las

inmunodeficiencias combinadas graves

The importance of genetic diagnosis in severe combined

immunodeficiencies

Alma Geovanna Saucedo-Aparicio, ! Sara Elva Espinosa-Padilla, ? Federico Lopez-Jasso, 3> Dra. Rocio Meza

Velazquez,* Diana Alejandra Rivera-Lizarraga,® Juan Carlos Bustamante-Ogando®

Resumen

Existen mds de 300 inmunodeficiencias primarias causadas por defectos en el sistema
inmunitario; entre estas existe un grupo que incluye anormalidades en la inmunidad
adaptativa celular y humoral, conocidas como inmunodeficiencias combinadas graves.
Su diagndstico es urgente debido a la alta mortalidad sin tratamiento. Las mutaciones
en distintos genes pueden causar inmunodeficiencias combinadas graves, con mani-
festaciones clinicas similares, pero diferente reaccion a los tratamientos, por lo que
es importante conocer el diagndstico genético certero. Aproximadamente 70% de los
pacientes con inmunodeficiencias combinadas graves de Latinoamérica no cuenta con
un diagndstico genético; por tanto, la atencién ofrecida a estos pacientes y su familia
puede ser subptima.

El propésito de este articulo es exponer las opciones actuales para el diagnéstico gené-
tico de las inmunodeficiencias combinadas graves, discutir sus ventajas y limitaciones,
asi como los principales retos en nuestro medio. Si bien ha habido avances importantes
en los Gltimos anos, es necesario hacer atin mas accesibles las herramientas necesarias
para el diagnéstico genético de las inmunodeficiencias combinadas graves y otras
enfermedades genéticas en nuestro medio, ademds de incrementar el conocimiento en
dichas herramientas entre los médicos de primer contacto, principalmente los pediatras.
El diagndstico genético no debe considerarse un lujo o una herramienta meramente
de investigacion, sino una opcién clinica que permitird mejorar la atencién de los
pacientes y sus familias a futuro.

El diagndstico genético representa una herramienta efectiva para mejorar la atencién
de los pacientes con inmunodeficiencias combinadas graves.

PALABRAS CLAVE: Inmunodeficiencias primarias; inmunodeficiencias combinadas
graves; diagnéstico genético; asesoramiento genético.

Abstract

There are more than 300 primary immunodeficiencies caused by genetic defects in
the immune system. Among them, there is a group known as severe combined immu-
nodeficiency, causing abnormalities in both cellular and humoral adaptive immunity.
Severe combined immunodeficiency is a medical emergency due to the high mortality
without treatment. Mutations in different genes can cause severe combined immuno-
deficiency, with similar clinical features. Obtaining a specific genetic diagnosis offers
advantages for clinical care and research. Approximately 70% of patients with severe
combined immunodeficiency in Latin America do not have a confirmed genetic diag-
nosis; therefore, the clinical care for these patients may be suboptimal. The purpose of
this paper is to review and present current options for the genetic diagnosis of severe
combined immunodeficiency and to discuss advantages, limitations, and challenges
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of improving genetic diagnosis. Although there have been significant improvements in
recent years, it is necessary to make more accessible the sequencing tools for genetic
diagnosis of severe combined immunodeficiency in Mexico and Latin America, in ad-
dition to increase knowledge about these tools among primary care physicians, mainly
pediatricians. Genetic diagnosis should not be considered a luxury or merely useful
for research, but as a clinical tool that may improve the care of patients with severe

combined immunodeficiencies and their families.

ANTECEDENTES

Existen mas de 300 tipos de inmunodeficiencias
primarias causadas por defectos genéticos que
afectan diferentes componentes del sistema
inmunitario." Entre estas alteraciones se en-
cuentran las “inmunodeficiencias combinadas
graves”, que incluyen defectos genéticos causan-
tes de anormalidades en el nimero y funcién de
los linfocitos T, incluso afectan diferentes fases de
su maduracién y activacion, con o sin deficiencia
de los linfocitos By, en ocasiones, disminucién
o ausencia de células asesinas naturales. Las
inmunodeficiencias combinadas graves afectan
gravemente la respuesta inmunitaria adaptativa
celular y humoral, y representan el tipo mas
grave de inmunodeficiencias primarias, con una
mortalidad cercana a 100% durante el primer
afo de vida sin tratamiento.>* En la Gltima cla-
sificacion de las inmunodeficiencias primarias,
publicada en 2017, se reconocen 19 genes
causantes de inmunodeficiencias combinadas
graves.’* Cuadro 1

Desde el punto de vista fisiopatolégico, las in-
munodeficiencias combinadas graves pueden
dividirse, funcionalmente, en 11 grupos de
acuerdo con el defecto molecular y su repercu-
sion en los linfocitos T.** Figura 1

El incremento del conocimiento de estas enfer-
medades y de la sospecha diagndstica de las
inmunodeficiencias combinadas graves es deci-
sivo para mejorar el prondstico y supervivencia

de los pacientes, pues sin tratamiento adecuado
y oportuno mas de 90% puede fallecer antes de
cumplir el primer afo de vida.®”

Deteccion de inmunodeficiencias combinadas
graves

Para considerar la posibilidad diagnéstica de
las inmunodeficiencias combinadas graves se
requiere reunir una serie de caracteristicas, que
se buscan de manera intencionada en la anam-
nesis y en estudios de laboratorio y gabinete.

El cuadro clinico de inmunodeficiencia combi-
nada grave se inicia durante los primeros meses
de vida y se caracteriza por infecciones graves de
repeticion, causadas por gérmenes oportunistas,
diarrea crénica y falla de medro.>*81° Respecto
de la historia clinica del paciente, es importante
la bisqueda de antecedentes heredofamiliares,
enfocados en el interrogatorio de muertes en
menores de un ano de vida, sobre todo si se
relacionan con algin proceso infeccioso; otro
dato importante es conocer si es que hubo
complicaciones con vacunas de virus o bacterias
atenuadas, en especial BCG (BCGitis o BCGo-
sis)®? y antecedente de infecciones recurrentes
por gérmenes oportunistas. En la mayoria de los
casos el examen fisico revela la ausencia de
tejido linfoide (amigdalas, ganglios linfaticos)
y las radiografias de térax no muestran sombra
timica, aunque es importante recalcar que la
coexistencia de timo no descarta el diagnostico
de la enfermedad.®"°
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Mecanismos celulares
comprometidos en la IDCG

eDesarrollo

eFunciones efectoras
inducciones de quiescencia
eFunciones reguladoras
*Presentacion de antigenos
*Generacion y mantenimiento
de la LT de memoria

¢ Activacion

«Proliferacion y adaptacién
metabdlica

Senales de coestiumulacién
eInductores de sesescencia
eSupervivencia y migracién

Figura 1. Mecanismos celulares implicados en las
inmunodeficiencias combinadas graves (IDCG).

Linfocitos T-

Células principalmente
afectadas

B+ B- B+ B-
NK+ NK+ NK- NK-

En cuanto a los estudios de gabinete y labo-
ratorio es Util la cuantificacion de circulos de
escision de receptores de linfocitos T (TRECs),
que estan bajos o ausentes,''? ademas de
andlisis inmunolégicos: determinacion de las
concentraciones séricas de inmunoglobulinas
(IgA, 1gM, 1gG, IgE), y conteo de linfocitos: LT
CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, LB CD19+
y células NK CD16+/56+ (se adjuntan valores
de referencia y se recomienda descargar la app
gratuita “PID classification”, disponible para
sistemas Android y Apple, donde se pueden
visualizar rapidamente). Cuadro 2 (2.1 'y 2.2)%'°

Con base en las poblaciones de linfocitos T, B
y células NK en sangre periférica determina-
das por citometria de flujo, puede clasificarse
a los pacientes para establecer las anomalias
genéticas mds probables. A esto se le Ilama in-
munofenotipo; por ejemplo, los pacientes con
inmunodeficiencias combinadas graves, con
ausencia de linfocitos T, B y células NK se con-
sideran con inmunofenotipo: T- B- NK-, y orienta
principalmente a la posibilidad de deficiencia de
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Cuadro 2. Valores de referencia para inmunoglobulinas y
subpoblaciones de linfocitos por edad.
2.1 Concentraciones normales de inmunoglobulinas (g/L)

I N

1-7 dias 6.5-12.1 0.13-0.37 0.07-0.22
7-15 dias 6.2-11.4 0.23-0.65 0.07-0.22
15-30 dias 4.6-8.6 0.25-0.71 0.1-0.3

1-3 meses 2.9-5.5 0.3-0.85 0.2-0.62
3-6 meses 2.4-4.4 0.34-1.14 0.27-0.86
6-12 meses 2.4-4.4 0.34-1.14 0.27-0.86
1-3 anos 3.4-6.2 0.48-1.43 0.33-1.22
3-5 afios 4.8-9.0 0.54-1.53 0.41-1.41
5-7 ahos 5.5-10.2 0.54-1.53 0.46-1.5
7-9 ahos 5.8-10.8 0.54-1.53 0.49-1.57
9-12 anos 6.2-11.5 0.55-1.55 0.5-1.7

12-15 anos 6.6-12.2 0.57-1.62 0.56-2.03

*** Fuente: International Union of Immunological Societies
(disponible en PID classification app).

Muchos laboratorios en México reportan las concentracio-
nes de inmunoglobulinas séricas en mg/dL por lo que debe
hacerse la conversiéon adecuada (ej. 5.5 g/L = 550 mg/dL,
0.34 g/l = 34 mg/dL).

adenosin-deaminasa (ADA). El Cuadro 1 muestra
el inmunofenotipo caracteristico de cada tipo de
inmunodeficiencia combinada grave.*®

En pacientes con inmunodeficiencias combina-
das graves es comin que la concentracién de
linfocitos totales esté por debajo de los valores
normales, desde limites indetectables hasta
0.005 x 10° células/mm?; sin embargo, el he-
cho de no encontrar estos valores tan bajos no
excluye el diagnostico, pues algunos defectos
genéticos pueden afectar la funcién de los lin-
focitos, sin afectar su cantidad.'*"

Es importante aumentar el conocimiento de este
tipo de enfermedades, ademas de la sospecha
diagndstica de inmunodeficiencias combinadas
graves entre los médicos de primer contacto,
con la intencion de establecer el diagndstico
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Cuadro 2.2 Conteo normal de linfocitos por edad (céls/mm?)
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m Linfocitos Totales LT CD3+ LT CD3+CD4+ | LT CD3+CD8+ LB CD19+ NK CD16+/56+

0-3 meses 3400-7600 2500-5500 1600-4000 560-1700 300-2000 170-1100
3-6 meses 3900-9000 2500-5600 1800-4000 590-1600 430-3000 170-830
6-12 meses 3400-9000 1900-5900 1400-4300 500-1700 610-2600 160-950
1-2 anos 3600-8900 2100-6200 1300-3400 620-2000 720-2600 180-920
2-6 anos 2300-5400 1400-3700 700-2200 490-1300 390-1400 130-720
6-12 anos 1900-3700 1200-2600 650-1500 370-1100 270-860 100-480
12-18 anos 1400-3300 1000-2200 530-1300 330-920 110-570 70-480

Adultos 1400-3500 970-1730 500-950 400-820 50-240 90-350

Todo paciente menor de 2 afios con menos de 3,000 linfocitos totales en la biometria hematica debe considerarse linfopénico

y determinar las posibles causas.

oportuno y de esta forma mejorar el pronédstico
y la supervivencia de los pacientes, pues se es-
tima que mas de 90% de quienes no reciben el
tratamiento adecuado fallece en el primer afo
de vida.*® Puesto que el diagndstico clinico se
establece tardiamente, incluso cuando aparecen
infecciones y complicaciones asociadas, en los
Gltimos anos se ha desarrollado una prueba de
tamizaje neonatal (medicién de TRECs en sangre
de talén) que permite identificar a los pacientes
antes de iniciar con los sintomas y asi mejorar
el prondstico.''2 Sin embargo, el tamizaje uni-
versal estd limitado por diversas circunstancias.

Sibien el diagnéstico y tratamiento de las inmu-
nodeficiencias combinadas graves en México
y Latinoamérica se basa en el reconocimiento
de las manifestaciones clinicas y realizacion de
estudios inmunolégicos, en los dltimos afios
existe evidencia que respalda que el diagndstico
genético especifico ofrece ventajas en el ambito
clinico, de investigacién e inmunologia basica.

El propésito de este estudio es exponer las
opciones actuales para el diagndstico genético
de las inmunodeficiencias combinadas graves,
discutir sus ventajas y limitaciones, asi como los
principales retos en nuestro medio.

Importancia del diagndstico genético para
el tratamiento de las inmunodeficiencias
combinadas graves

Secuenciacion genética: ayer y hoy

El diagnéstico genético consiste en la identifica-
cién del defecto puntual (variantes genéticas) de
alguna enfermedad, mediante la secuenciacion
del ADN de cada paciente y para ello existen
distintas técnicas. En 1968, la automatizacion
del método de Sanger para la secuenciacion del
ADN revolucion6 la biologia moderna, y desde
entonces ha sido el patrén de referencia para
establecer el diagnostico genético.’>

Hasta el ano 2010, el diagndstico molecular
de las inmunodeficiencias combinadas graves
incluia la sospecha clinica, seguida de estudios
inmunolégicos cuantitativos y funcionales, y
por dltimo la secuenciacion por Sanger de un
gen candidato, a veces en complemento con
otras técnicas (estudios de citogenética, mapeo
[genetic linkage analysis], entre otros)."

A partir de 2010 las técnicas de secuenciacion
de nueva generacién han permitido importantes
avances en la identificacion y caracterizacién de
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los genes causantes de diversas enfermedades,
incluidas las inmunodeficiencias combinadas
graves. Este tipo de tecnologia utiliza una se-
cuenciacion en paralelo de multiples fragmentos
pequeios de ADN para determinar su secuencia.
En comparacion con la técnica de Sanger, la
secuenciacién de nueva generacién permite se-
cuenciar mayores cantidades de ADN en menor
tiempo y a un costo significativamente menor.’>'>

En la actualidad existen tres estrategias princi-
pales de secuenciacién de nueva generacion:

1. Secuenciacién de panel de genes: en
la que se obtiene la secuencia de una
lista especifica de genes previamente
seleccionados (por ejemplo, todos los
genes conocidos causantes de inmuno-
deficiencias combinadas graves). Esta es
una opcién atractiva cuando el fenotipo
clinico e inmunoldgico es claramente
sugerente de la enfermedad.

En casos donde el fenotipo clinico es atipico
puede realizarse:

2. Secuenciacion del exoma completo, es
decir, de todas las regiones de ADN que
codifican para formar proteinas (exones),
donde se encuentra aproximadamente
85% de las variantes genéticas causantes
de alguna enfermedad conocida en la
actualidad.

3. Secuenciacién del genoma completo, que
incluye el analisis de exones e intrones.

La secuenciacion del exoma y del genoma per-
miten identificar nuevos defectos genéticos en
pacientes con fenotipos atipicos o clasicos, en
quienes no se han encontrado variantes pato-
génicas en los genes previamente conocidos.'

Respecto de los costos del diagndstico genéti-
co, se ha reportado una notable disminucién
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en anos recientes, pues el costo de secuenciar
por primera vez el genoma completo de un ser
humano (proyecto del genoma humano) fue de
aproximadamente 100 millones de délares y
llevo cerca de diez anos; para 2013, el costo
permanecia por debajo de 6,000 y actualmente
se estima en alrededor de 1,121 délares (Cuadro
3), respectivamente, con lo que puede obtenerse
la secuencia de genoma completo en un tiempo
aproximado de 6 horas.'®

Cuadro 3. Costo del estudio de secuenciacion (dblares) a
través de los anos

Fecha Costo por megabase [ Costo por genoma
(dolares) (dolares)

Sep-01 5,292.39 95,263,072
Sep-02 3,413.80 61,448,422
Oct-03 2,230.98 40,157,554
Oct-07 397.09 7,147,571
Oct-08 3.81 342,502
Oct-09 0.78 70,333
Oct-13 0.06 5,096
Oct-14 0.06 5,731
Oct-15 0.014 1,245
Oct-16 0.015 1,356
Jul-17 0.012 1,121

Fuente: www.genome.gov/sequencingcostsdata

Utilidad del diagndstico genético en pacientes
con inmunodeficiencias combinadas graves

Establecer el diagndstico genético en pacientes
con inmunodeficiencias combinadas graves
tiene importancia en la practica clinica y en el
campo de la investigacién. En cuanto a esta
Gltima, establecer el diagndstico preciso permite
conocer la base genética de las enfermedades
congénitas y las inmunodeficiencias combinadas
graves, ademas de entender los mecanismos
etiopatogénicos de la enfermedad, establecer
relaciones entre fenotipo-genotipo y avanzar en
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el conocimiento de las funciones bioldgicas nor-
males de ciertos genes y moléculas para las que
codifican. Por ejemplo, en 2016 se describieron
mutaciones en la molécula LAT (Linker for acti-
vation of T-cells) como una nueva causa genética
de inmunodeficiencia combinada grave. Dos
grupos independientes de investigadores reporta-
ron el defecto genético en LAT mediante distintas
metodologias. Keller y su grupo reportaron tres
hermanos de una familia drabe consanguinea
con infecciones graves y autoinmunidad en el
primer afo de vida, en quienes identificaron el
defecto genético mediante secuenciacion del
exoma completo.'” Bacchelli y sus colaborado-
res describieron cinco pacientes con fenotipo
de inmunodeficiencia combinada grave en una
familia consanguinea de Pakistan, en quienes
realizaron estudios genéticos mediante arreglos
de SNP (single nucleotide polymorphism), con
posterior analisis de haplotipo y mapeo para
homocigocidad y localizaron la molécula LAT
como potencial gen candidato; posteriormente
comprobaron, mediante secuenciacién por San-
ger, la variante genética causal.’® Ambos grupos
realizaron estudios bioquimicos y funcionales,
y demostraron el efecto deletéreo de las muta-
ciones identificadas en el funcionamiento de la
proteina LAT. Desde el punto de vista clinico
se evidencia la importancia de los estudios ge-
néticos para establecer el diagndstico preciso
de pacientes con fenotipos complejos, y desde
el punto de vista basico muestra la generacién
de nuevos conocimientos de las funciones no
conocidas de la molécula LAT, ampliando el
entendimiento de la sefializacién y desarrollo
de linfocitos T en humanos y ratones.

Otra ventaja de conocer el diagndstico genético
en inmunodeficiencias combinadas graves con-
siste en establecer la relacién fenotipo-genotipo,
que puede ejemplificarse con las variantes
patogénicas en los genes RAGT/RAG2 (genes
activadores de la recombinacion) que codifican
para proteinas iniciadoras del proceso de recom-
binacion VD] para generar diversos receptores en
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linfocitos T y B. Se ha demostrado que distintas
variantes genéticas patogénicas en los genes
RAG1/RAG2 resultan en diferentes fenotipos
clinicos de inmunodeficiencias primarias, que
varian desde inmunodeficiencias combinadas
graves cldsicas hasta defectos con manifestacion
clinica tardia, con formacion de granulomas, au-
toinmunidad o ambos. Lee y su grupo de trabajo
estudiaron la actividad de recombinasas para
proteinas RAG con 79 variantes genéticas pato-
génicas diferentes y demostraron una correlacién
entre las variantes, el porcentaje de actividad
proteica y la gravedad de las manifestaciones
clinicas e inmunolégicas, por lo que conocer
el defecto genético puntual en pacientes con
defectos de RACGT1/RAG2 permite predecir el
comportamiento clinico, ofrecer un pronédstico
mas certero y jerarquizar las decisiones de tra-
tamiento."

Otra de las principales ventajas y funciones del
diagnéstico genético es analizar el componente
hereditario de la enfermedad y, por tanto, ofrecer
un mejor asesoramiento genético a las familias
de pacientes con inmunodeficiencias combi-
nadas graves; ademas: 1) predecir en algunos
casos el comportamiento clinico esperado de la
enfermedad, 2) predecir la potencial reaccion al
tratamiento y 3) ofrecer la posibilidad de diag-
nostico prenatal, pre-implantacional o posnatal
temprano a las familias con antecedentes de
inmunodeficiencias combinadas graves.

Respecto del conocimiento del diagnéstico
genético y fenotipo molecular, es importante
recalcar que algunos de los pacientes con in-
munodeficiencia combinada grave expresan
manifestaciones no inmunoloégicas (retraso
mental, alteraciones 6seas, alto riesgo de cancer)
causadas por defectos en ciertos genes (DCL-
RETC, NHEJ1, LIG4, PRKDC, ADA), que deben
considerarse al indicar el trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas (TCPH), porque
no corregira las manifestaciones de la enferme-
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dad y tiene implicaciones en las expectativas de
pronéstico y calidad de vida de los pacientes
con algln diagndstico genético especifico.?°

Con el advenimiento del tamizaje neonatal para
las inmunodeficiencias combinadas graves, es-
tablecer el diagndstico de alguna enfermedad y
proponer el trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas a la familia de un recién nacido
asintomdtico y que aparenta estar sano puede
resultar muy complejo; por lo tanto, conocer el
diagndstico genético puntual es importante para
el médico y la familia en la toma de decisiones
terapéuticas correctas y con mayor tranquilidad;
ademas, permite explicar las limitaciones del
trasplante en ciertos defectos genéticos.

Con base en lo anterior y a manera de ejem-
plificar la problematica de no contar con el
diagnéstico genético, se han descrito errores
innatos del metabolismo que pueden aparecer
clinicamente como inmunodeficiencias com-
binadas graves. Recientemente se reporté la
deficiencia en la metilentetrahidrofolato des-
hidrogenasa 1 (MTHFD1) como causa de una
enfermedad caracterizada por inmunodeficien-
cia combinada grave, anemia megaloblastica, y
retraso mental en grado variable, con respuesta
favorable al tratamiento a base de folatos. Ra-
makrishan y sus colaboradores describieron la
deficiencia de MTHFD1 en una familia con dos
hijos afectados por un cuadro clinico clésico
de inmunodeficiencia combinada grave y ane-
mia megaloblastica, en quienes identificaron
un defecto genético heterocigético compuesto
con un patrén de herencia autosémico recesivo,
mediante la secuenciacion del exoma comple-
to. Ambos pacientes se encontraban en lista de
espera para trasplante de células hematopoyé-
ticas al momento del diagnéstico genético; sin
embargo, al iniciar con la suplementacién de
acido folinico lograron revertir por completo el
fenotipo clinico e inmunolégico.
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Este reporte sefiala la importancia del diagnés-
tico genético en el contexto clinico, porque
permitié evitar un trasplante innecesario y
riesgoso; en cambio se ofrecié el tratamiento
dirigido al defecto molecular de los pacientes,
con menor costo y riesgo de complicaciones.?!

Importancia del diagnéstico genético en
el tratamiento de las inmunodeficiencias
combinadas graves

La mayor parte de las inmunodeficiencias combi-
nadas pueden curarse cuando se diagnostican a
tiempo. El tratamiento incluye trasplante de célu-
las progenitoras hematopoyéticas, terapia génica
y, en algunos casos, reemplazo enzimatico.*?°

En nuestro medio es comin que el tratamiento
inicial de pacientes con inmunodeficiencias
combinadas graves se establezca con base en el
fenotipico, obtenido por la sospecha clinica 'y los
reportes de laboratorio que evaldan el sistema
inmunitario en forma cuantitativa y cualitativa,
conducta que es correcta y necesaria si consi-
deramos que estas enfermedades son urgencias
pediatricas y que en México, Latinoamérica y
gran parte del mundo existen aln limitaciones
para establecer el diagnéstico genético rapido,
situacion que retrasaria el tratamiento y la toma
de decisiones. Sin embargo, el diagnéstico
basado solo en el fenotipo de la enfermedad
implica desventajas, pues la heterogeneidad de
las inmunodeficiencias primarias causa que los
pacientes tengan respuestas variables a diversos
tratamientos a pesar de ser fenotipicamente muy
parecidas.?®

Trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas

El trasplante de células progenitoras hemato-
poyéticas es un tratamiento potencialmente
curativo en pacientes con inmunodeficiencias
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combinadas graves desde hace mds de 50 anos.
El primer trasplante exitoso en un paciente con
esta enfermedad se logré en 1968.%2 Actualmente
es la opcion definitiva para las inmunodeficien-
cias combinadas graves mayormente utilizado
en nuestro medio, y ha demostrado resultados
favorables a largo plazo.?>2°El objetivo del tras-
plante es reemplazar las células disfuncionales
del paciente (receptor) por células funcionales
obtenidas de un donador sano, con compatibi-
lidad en HLA.

El éxito del trasplante radica en mdltiples facto-
res, actualmente identificados, que mejoran el
pronostico de pacientes con inmunodeficiencias
combinadas graves como:?’

e Diagndstico temprano.

* Ausencia de infecciones activas al mo-
mento del procedimiento, lo que se ha
identificado como el principal factor
prondstico del trasplante.

e Tratamiento de soporte adecuado antes,
durante y después del trasplante.

* Mayor grado de histocompatibilidad entre
donador y receptor.

e Disponibilidad de donadores de células
progenitoras hematopoyéticas.

e Menor toxicidad de la quimioterapia para
el acondicionamiento pretrasplante en el
paciente.

Hasta hace algunos anos, la mayor parte de los
estudios que incluian el trasplante de células pro-
genitoras hematopoyéticas en inmunodeficiencias
combinadas graves analizaba a todos los pacien-
tes con inmunodeficiencias combinadas graves
como un mismo grupo; sin embargo, los avances
en el diagnéstico genético permitieron que en
los paises se establezca el diagnostico genético
adecuado, y hoy en dia se proponen estrategias
de trasplante de células progenitoras hematopo-
yéticas que individualizan a cada paciente. 2°
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En una serie europea se realizo el trasplante
de células progenitoras hematopoyéticas a 117
pacientes con inmunodeficiencias combinadas
graves de 2000 a 2013, de los que 83% conta-
ban con diagndstico genético al momento del
trasplante.?> Esto es contrastante con nuestra
realidad porque en México menos de 20% de los
pacientes con inmunodeficiencias combinadas
graves cuentan con el diagndstico genético al
momento del trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas (comunicacion personal), que
puede ser uno de los factores (no el Gnico) que
influyen en los resultados del procedimiento,
considerados subdoptimos en comparacion
con centros de Europa y Estados Unidos. Es
importante recalcar que en los pacientes con
diagnéstico clinico e inmunofenotipico de in-
munodeficiencias combinadas graves en centros
donde el diagnéstico genético no esta disponible
en forma rapida, si las condiciones clinicas lo
permiten, no debe retrasarse el tratamiento de
sostén inicial ni el definitivo con trasplante de
células progenitoras hematopoyéticas en espera
del diagnéstico genético, pues podria influir
negativamente en el pronédstico de los pacientes
al exponerlos a complicaciones infecciosas y no
infecciosas en ese lapso.

Otro aspecto importante es que el diagnostico
genético permite identificar a los pacientes con
inmunodeficiencias combinadas graves, que por
su fenotipo molecular tendran manifestaciones
no-inmunoldgicas (retraso mental, alteraciones
Oseas, riesgo elevado de cdncer) causadas por
defectos en ciertos genes (DCLRETC, NHEJ1,
LIG4, PRKDC, ADA), que debe considerarse
al ofrecer el trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas, porque no corregird las mani-
festaciones no-inmunoldgicas de la enfermedad
y tendra implicaciones en el pronéstico y calidad
de vida de los pacientes. Cuando se conoce el
diagndstico genético especifico, deben explicar-
se con claridad las limitaciones del trasplante de
células progenitoras hematopoyéticas en ciertos
defectos genéticos a los familiares de los pacien-
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tes, para que puedan tomar la mejor decision
respecto de la autorizacién del procedimiento.?

Algunos defectos genéticos particulares, causan-
tes de inmunodeficiencias combinadas graves, se
asocian con elevada susceptibilidad del ADN a
radiacién ionizante y a ciertos farmacos (genes
radiosensibles), por lo que es importante conocer
el diagndstico genético, que también permite
predecir esta radiosensibilidad y limitar la mor-
bilidad, al evitar su exposicién a radiacion, y al
modificar el esquema de acondicionamiento con
quimioterapia previo al trasplante, para limitar
la toxicidad ocasionada por los farmacos a los
que son particularmente susceptibles.?

Terapia génica

Consiste en la aplicacion de acidos nucleicos
con fines terapedticos. Para esta técnica existen
multiples estrategias en investigacion y desa-
rrollo clinico. En pacientes con enfermedades
monogénicas, con pérdida de la funcion de
alguna proteina particular, se propone la adicion
del gen disfuncional para corregir la enferme-
dad de base. En el caso de inmunodeficiencias
primarias, la estrategia mas estudiada hasta el
momento es la modificacidn genética de células
progenitoras hematopoyéticas, adicionando la
secuencia correcta del gen defectuoso mediante
un vector viral (lentivirus, gamma-retrovirus).?*>'

Las inmunodeficiencias combinadas graves son
una de las enfermedades con mayor éxito en el
estudio de la terapia génica, particularmente
para defectos en IL2RG y ADA, cuyo tratamiento
ha demostrado eficacia clinica, y existe un pro-
ducto disponible y aprobado comercialmente
para defecto del gen ADA (Strimvelis, Orchard
Therapeutics), aunque su costo elevado sigue
siendo una limitante en todo el mundo. Existen
estudios en fase preclinica de terapia génica
en otros defectos genéticos causantes de inmu-
nodeficiencia combinada grave (RACT1, RAG2,
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DCLRETC, JAK3, entre otros), y seguramente
cada vez mas defectos genéticos seran suscep-
tibles de recibir este tipo de tratamiento en los
anos proximos.*?

La terapia génica ex-vivo consiste en la cosecha
de células progenitoras hematopoyéticas del
propio paciente, su modificacion in vitro adicio-
nando una copia correcta del gen disfuncional
mediante un vector viral (gamma-retrovirus o
lentivirus), y su posterior infusion de vuelta al
paciente. El diagndstico genético certero es
indispensable para definir si un paciente con
inmunodeficiencia combinada grave es ideal o
no para recibir terapia génica, porque la variante
patogénica debe encontrase en un gen cuya
terapia haya sido desarrollada para recibir este
procedimiento.?%32

La terapia génica ofrece potenciales ventajas
sobre el trasplante de células progenitoras hema-
topoyéticas: a) utiliza las células progenitoras del
mismo paciente, no se requiere un donador HLA
compatible, b) teéricamente no existe riesgo de
enfermedad injerto contra hospedero, lo que a su
vez, dependiendo del caso, podria disminuir la
necesidad de inmunosupresores antes, durante
y después del procedimiento para prevenir y
controlar esta complicacién.’? Recientemente,
al comparar los resultados clinicos de terapia
génica y trasplante de células progenitoras he-
matopoyéticas para el tratamiento de pacientes
con inmunodeficiencia combinada grave ligada
al cromosoma X se evidencio una reconstitucion
inmunoldgica mas rapida con la terapia génica.*

Si bien la terapia génica esta disponible para
algunos diagnésticos genéticos, solo se realiza
en pocos centros especializados, con costos muy
elevados, por lo que se requieren mas ensayos
clinicos para garantizar la seguridad a largo
plazo. Es probable que en el futuro se convierta
en el tratamiento de eleccion para diversos de-
fectos genéticos que causan inmunodeficiencias
combinadas graves. Tomando en cuenta que
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son enfermedades raras, conocer el diagnéstico
genético de pacientes con inmunodeficiencia
combinada grave en diferentes partes del mundo
permitiria reclutar los casos para ensayos clinicos
multicéntricos, incrementando el nimero de pa-
cientes que reciben terapia génica y facilitando
la transferencia desde la investigacién basica a la
aplicacion clinica de estos nuevos tratamientos.
Del mismo modo, se espera que la difusién de
la terapia génica en mayor niimero de pacientes
y con los avances en tecnologia y capacidad
de manufactura permitan disminuir los costos
asociados a estos procedimientos.

Inmunodeficiencia combinada grave por
deficiencia de adenosina-desaminasa (ADA)

La inmunodeficiencia combinada grave por
deficiencia de ADA fue la primera alteracién
de caracter hereditario con etiologia molecular
conocida. La ADA es una enzima decisiva en el
reciclaje y catabolismo de purinas en todas las
células, con funciones especialmente importan-
tes en el tejido linfoide.®

El gen ADA se localiza en el cromosoma 20q12-
q13.1 (OMIM £#102700); las mutaciones del gen
provocan ausencia, deficiencia y disfuncion de
la enzima, con subsecuente incremento de la
apoptosis y falla en la diferenciacion de linfocitos
por la acumulacién de metabolitos téxicos.>*

La inmunodeficiencia combinada grave por
deficiencia de ADA (OMIM #102700) puede
manifestarse, clinicamente, de manera temprana
o tardia. Los pacientes con deficiencia de ADA
suelen tener un cuadro de inmunodeficiencia
combinada grave y fenotipo inmunolégico con
ausencia de linfocitos T, B y células NK. Para
confirmar el diagnéstico pueden determinarse las
concentraciones de desoxi-adenosina (dADO),
desoxi-adenosina-trifosfato (AATP) y nucleétidos
de dADO (dAXP) en sangre u orina, ademds de la
actividad enzimdtica de los eritrocitos. Por Glti-
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mo, el diagndstico certero se establece mediante
secuenciacion del gen ADA e identificacion de
la variante genética y patogénica especifica.>*3°

El tratamiento de primera linea consiste en reem-
plazo enzimatico con ADA pegilada ([pegADA]
no disponible en México), previo al tratamiento
definitivo con trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas o terapia génica.?’*

La inmunodeficiencia combinada grave por de-
ficiencia de adenosina-deaminasa fue la primera
inmunodeficiencia primaria tratada con éxito
mediante terapia génica. Los primeros ensayos
clinicos se realizaron al principio del decenio
de 1990, utilizando un vector gamma-retroviral,
con éxito de 100% de supervivencia.’**” Hasta
ahora se han tratado més de 100 pacientes
con terapia génica, y recientemente se utilizan
vectores lentivirales con buena eficacia y segu-
ridad.???® Lo anterior ha permitido que a partir
de 2016 exista un producto comercialmente
disponible, aprobado por la Agencia Europea de
Medicamentos para terapia génica en pacientes
con deficiencia de ADA (Strimvelis, Orchard
Therapeutics).* En las guias mas recientes para
el tratamiento de esta enfermedad se coloca por
primera vez a la terapia génica como tratamiento
de eleccion a la par del trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas.’

Inmunodeficiencia combinada grave ligada al
cromosoma X (IDCG-X)

La inmunodeficiencia combinada grave ligada al
cromosoma X (OMIM # 300400) es una altera-
cién causada por variantes genéticas patogénicas
en el gen IL2RC que codifica para la cadena
gamma comun del receptor de las interleuci-
nas2,4,7,9, 15,y 21; representa la anomalia
genética mas frecuente de inmunodeficiencia
combinada grave ligada al cromosoma X a nivel
mundial.?>>* Estos pacientes suelen manifestar el
cuadro clasico de varones, con fenotipo inmu-
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noldgico con ausencia de linfocitos T y células
NK, y coexistencia de linfocitos B (T-, B+, NK-).
(Figura 2) Para orientar el diagndstico molecu-
lar puede demostrarse la ausencia de expresion
de proteina IL2RG por citometria de flujo, y el
diagndstico genético certero se confirma con la
secuenciacion del gen IL2RG.°

En nuestro medio el trasplante de células pro-
genitoras hematopoyéticas es el tratamiento
de eleccion definitivo de inmunodeficiencia
combinada grave ligada al cromosoma X.*
Sin embargo, la terapia génica con vectores
lentivirales ha demostrado, recientemente,
resultados favorables en cuanto a eficacia y
seguridad.29323841

i

Figura 2. Defecto de la cadena y-comin del receptor
de interleucina 2.

Representacion del defecto de la cadena gamma co-
mun (yc) del receptor de citosinas (puerta). Esta cadena
es parte de un conjunto de receptores que permiten la
interaccion celular con interleucinas (IL). El defecto en
yc provoca interrupcion en la sefalizacion mediada
por IL, evitando la fosforilacién (P) de los transductores
y activadores de las senales de transcripcion de genes
(STAT) para generar linfocitos maduros capaces de
reconocer antigenos.*”

Dibujo elaborado con la colaboracion del nifno Oliver
A.J. de 5 aios de edad, actualmente en seguimiento,
posterior a TCPH exitoso por deficiencia de ADA.
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El primer ensayo clinico de terapia génica en
pacientes con inmunodeficiencia combinada
grave ligada al cromosoma X se realizé en
1995, en 20 pacientes, utilizando un vector
gamma-retroviral que logré adecuada reconsti-
tucion inmunolégica. Cinco de los 20 pacientes
tratados entre 1999 y 2006 tuvieron leucemia
linfobldstica secundaria a la activacion de pro-
to-oncogenes condicionada por el promotor del
vector viral (mutagénesis insercional).*>** Pese
a esto se demostré mayor y mas rapida recons-
titucién inmunolégica en los pacientes tratados
con el vector que en quienes recibieron tras-
plante de células progenitoras hematopoyéticas
durante el mismo periodo.** Posteriormente se
realizaron cambios sustanciales en el disefio de
nuevos vectores lentivirales auto-inactivados
(SIN-LV), con la finalidad de limitar la capa-
cidad de activar proto-oncogenes. Se estan
probando en ensayos clinicos, con efectividad
terapéutica y sin evidencia de genotoxicidad ni
leucemogénesis hasta el momento.*'#24! Segu-
ramente en poco tiempo la terapia sera al igual
que en deficiencia de adenosina-deaminasa,
el tratamiento de eleccién en los sitios donde
esté disponible.

Accesibilidad y limitantes para el diagndstico
genético de inmunodeficiencia combinada
grave en México y Latinoamérica

Si bien el diagndstico genético mediante la
secuenciacién de nueva generacion (NGS) es
prometedor, en nuestro medio sigue siendo
suboptimo y las nuevas herramientas para ello
son poco utilizadas, lo que se hace evidente
en el registro de la Sociedad Latinoamericana
de Inmunodeficiencias (LASID), donde hasta
diciembre de 2018 habia registrados 237 casos
de inmunodeficiencia combinada grave, de los
que menos de una tercera parte (29%) cuentan
con diagnéstico genético definitivo.* Cuadro
4 y Figura 3
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Existen varias limitaciones que pueden iden-
tificarse y en las que debe trabajarse durante
los proximos afos para mejorar el diagnéstico
genético:®

|
6%

2%
3%

1%

37%
B Otros T- B+ sin B RAGT
diagnéstico genético B RAG?
- ADA @ ZAP70
B Complejo CD3-TCR O Artemisa
B [L2RG X-linked @ FOXNI1

B IL7R o m Otros T- B+ sin

diagndstico genético
.
Figura 3. Inmunodeficiencias combinadas graves:

pacientes con diagnéstico genético versus sin diag-
nostico genético.

a. Accesibilidad. El acceso al equipo vy las
tecnologias para secuenciacion de ADN
y diagnéstico genético es alin limitado en
ciertos paises y centros especializados,
y se encuentra poco disponible para el
uso clinico en muchos paises de Latino-
américa.
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Cuadro 4. Cantidad de casos de inmunodeficiencias combi-
nadas graves (IDCG) con y sin diagnéstico genético de los
Gltimos registros de LASID

Mutacién IDCG I

ADA 15
Complejo CD3-TCR 7
IL2RG X-linked 26
IL7R alpha 4
RAGT 8
RAG2 1
ZAP70 3
Artemisa 3
FOXN1 2
Otros T- B- sin diagndstico genético 88
Otros T- B+ sin diagndstico genético. 80
Total: 237

Casos con diagndstico genético: 69 (29%).
Casos sin diagndstico genético: 168 (71%).

b. Costo y tiempo. El costo del diagnéstico
genético suele ser elevado en muchos cen-
tros y pocos laboratorios especializados
ofrecen este servicio piblico en general.
Sin embargo, en este punto es importante
hacer dos acotaciones: 1) el costo de la
secuenciacion de ADN ha disminuido
considerablemente en los Gltimos afios y
a medida que avance la tecnologia y se
haga mas accesible en la practica clinica
diaria el costo seguird disminuyendo, y
2) hoy en dia existen varios laboratorios
(Invitae, Fulgent, Genera) que ofrecen el
diagnéstico genético para inmunodefi-
ciencias combinadas graves, entre otras
enfermedades, mediante paneles espe-
cificos, por precios que pueden ser cada
vez accesibles para pacientes, médicos e
instituciones. En los préximos anos, las
instituciones de salud publica de México
deberan buscar introducir el servicio de
diagndstico genético entre sus servicios
de laboratorio clinico.
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c. Almacenamiento e interpretacion de la
informacion genética. Las nuevas tec-
nologias permiten secuenciar grandes
cantidades de ADN a menor costo y en
poco tiempo; sin embargo, se genera una
gran cantidad de informacién que requiere
infraestructura especial para almacenarse,
equipo de cémputo poderoso para pro-
cesar la informacion y recursos humanos
altamente capacitados para interpretar
adecuadamente los resultados.

d. Resistencia al cambio y conocimiento
limitado. A menudo los médicos consi-
deran al diagnéstico genético un lujo o
algo innecesario para la practica clinica,
y mas bien se le da valor como una he-
rramienta para fines de investigacion.
Sin embargo, cada vez aparecen mds
ejemplos en la medicina moderna de la
utilidad del diagndstico genético para
personalizar tratamientos basados en las
caracteristicas de determinadas pobla-
ciones o individuos. Es frecuente que los
médicos dedicados a la atencién clinica
primaria tengan pocos conocimientos de
genética y bases y utilidad de las tecnolo-
gias para el diagndstico genético, lo que
dificulta la interpretacién de resultados y
su aplicacion clinica. En enfermedades
como las inmunodeficiencia combinada
grave, nuestra opinion particular es que el
diagndstico debe considerarse cada vez
mas como una necesidad y no como un
lujo, por lo que tanto investigadores como
clinicos deben fomentar el diagnéstico
genético en enfermedades complejas
y formar equipos de trabajo eficientes
conformados por médicos y cientificos
especializados en el diagnéstico genéti-
co para maximizar el potencial a favor
de los pacientes, incluyendo un médico
genetista en el equipo multidisciplinario.
Es indispensable incluir mayor y mejor
formacién en genética en los programas

INV

de estudio para médicos durante etapas
de pre y posgrado.

CONCLUSION

La importancia de identificar los defectos ge-
néticos en pacientes con inmunodeficiencias
primarias es incuestionable, pues permite esta-
blecer el diagnéstico diferencial de casos con
manifestaciones clinicas complejas, ademas
de tener implicaciones terapéuticas para la
toma de decisiones y, de esta forma, mejorar
la informacion que se ofrece a las familias de
los pacientes, para avanzar en el entendimiento
de estas enfermedades, incluso para generar
nuevo conocimiento en la funcién del sistema
inmunoldgico sano. Si bien ha habido avances
importantes en los Gltimos afios, es necesario
hacer aiin mds accesibles las herramientas in-
dispensables para el diagnéstico genético de
las inmunodeficiencias combinadas graves y
otras enfermedades genéticas en nuestro medio,
ademds de incrementar el conocimiento de
esas herramientas entre los médicos de primer
contacto, principalmente los pediatras. El diag-
nostico genético no debe considerarse un lujo
o una herramienta meramente de investigacion,
sino una opcién clinica que permitird mejorar a
futuro la atencion de sus pacientes y su familiar.
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