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VI.- Introduccion.

DEFINICION ENFERMEDAD GRANULOMATOSA CRONICA.

La enfermedad granulomatosa cronica (EGC) es una entidad nosologica
genéticamente heterogénea, caracterizada por infecciones severas y recurrentes
causadas por bacterias y hongos, ademas de una falta de regulacion en la
respuesta inflamatoria.! Fue descrita en 1954 y 1957, sin embargo fue bien
caracterizada hasta 1959, inicialmente se pensO que tenia un patrén de
transmision hereditaria recesiva ligada al X (RLX) y por tanto los varones eran los
unicos afectados pero la deteccion de niflas afectadas condujo en 1968 a la
descripcion de la forma autosémica recesiva (AR).2

CUADRO CLINICO

Manifestaciones infecciosas. La EGC se presenta desde la infancia hasta la edad
adulta sin embargo la mayoria de los pacientes se diagnostican en la etapa

preescolar.?

Los sitios mas frecuentes de infeccion son pulmon, piel, nodulos linfaticos e
higado. Otras menos frecuentes son osteomielitis y abscesos perianales.* Las
infecciones pulmonares se manifiestan como neumonia, linfadenopatia hiliar,
empiema y absceso pulmonar. Los agentes infecciosos mas frecuentes reportados
en Norteamérica son Sthaphylococcus aureus, Burkholdelia cepacia, Serratia
marcescens, Nocardia yAspergillus.® Sin embargo en otros sitios geograficos se
reportan  Salmonella, Bacilo de Calmette-Guerin (BCG) y tuberculosis.? Los
abscesos hepéticos en los pacientes con EGC son diferentes a aquellos que
presentan los individuos inmunocompetentes, estdn formados por estructuras
fibréticas y material caseoso con microabscesos satélites infectados con
estafilococos y generalmente requieren escision quirdrgica para su erradicacion
eficaz.> La sepsis no es comin pero cuando se presenta es secundaria a
Burkholdelia cepacia, Serratia marcescens y Chromobacterium violaceum. En la
EGC las infecciones por bacterias y Nocardia son sintomaticas y asociadas a una

velocidad de sedimentacion globular elevada, leucocitosis y fiebre. Al contrario, las



infecciones fungicas son mucho menos sintométicas en cuestion de fiebre y
cuenta leucocitaria.® Las infecciones por S. marcescens y Nocardia tienden a
metastatizar a maltiples sitios, en particular a hueso; ademas de ser necrotizantes
y por tanto asociadas a destruccion tisular extensa sino son tratadas de forma

inmediata y agresiva.

Las infecciones por hongos son una causa de mortalidad en los pacientes con
EGC.2 Con el advenimiento de la profilaxis con itraconazol y de nuevos agentes
para el tratamiento de infecciones por hongos filamentosos, como Aspergillus, se
ha reducido de forma importante la mortalidad por infecciones fangicas en la
ECG. La afeccion a hueso ocurre de forma caracteristica, pero no exclusiva, por
contigliidad de los pulmones a las costillas o columna vertebral. Aspergillus
nidulans causa con mayor frecuencia osteomielitis en comparacion con Aspergillus
fumigatus u otros hongos.” En los pacientes con EGC se ha descrito una
respuesta inflamatoria excesiva en los pulmones ante una infeccion por
Aspergillus. Dos dias después de la exposicion a la inhalacion de esporas o hifas
(composta, abono, hojas secas humedas) los pacientes presentan fiebre y disnea;
las radiografias muestran infiltrado intersticial difuso; la biopsia muestra

inflamacién aguda con necrosis y hongos.?

Se han descrito ciertos microorganismos que producen infeccion casi
exclusivamente en pacientes con EGC, por lo que el aislamiento en un proceso
infeccioso debe orientar a la sospecha diagnéstica de EGC. Entre ellos estan
Aspergillus nidulans, Chromobacterium violaceum, Granulibacter bethesdensis, y

Penicillium piceum.®

Las infecciones localizadas por BCG se observan en pacientes con EGC, sin
embargo estas raras veces se diseminan. También se ha descrito que los
pacientes con EGC son mas susceptibles a padecer tuberculosis que la poblacion
en general; dicho fendmeno es mas evidente en areas endémicas con

tuberculosis.®



Manifestaciones no infecciosas. Los pacientes con EGC tienen una desregulacion
de la respuesta inflamatoria, esto lleva a que presenten una inflamacion excesiva
que se manifiesta clinicamente como una formacion excesiva de granulomas, esta
caracteristica fenotipica le da el nombre a la enfermedad. En algunos casos las
manifestaciones inflamatorias de EGC son la primera manifestacion clinica.®La
formacién de granulomas puede afectar a varios 6rganos, sin embargo los tractos
gastrointestinal y genitourinario son los més afectados. El involucro de granulomas
en esofago, yeyuno, ileo, ciego, recto y regién perirectal puede semejar
clinicamente a la enfermedad de Crohn.? Se ha descrito que los pacientes con
EGC recesiva ligada al X presentan mayor enfermedad inflamatoria intestinal en
comparacion con los pacientes con EGC autosomica recesiva (43% vs 11%). El
sintoma mas frecuente es el dolor abdominal; saciedad temprana, distension
abdominal después de comer, vomito matutino, dolor abdominal difuso croénico.
Dentro de la afeccion urinaria se puede presentar granulomas en la vejiga,
obstruccion ureteral e infeccion de vias urinarias. Otra complicacion inflamatoria
que presentan los pacientes con EGC es la dehiscencia tardia de heridas

quirdrgicas sin infeccién.t 0. 11

Las enfermedades autoinmunes son mas frecuentes en la EGC. Tanto los
pacientes con EGC, como las portadoras de ECG recesiva ligada al X, tienen
mayor riesgo de padecer lupus eritematoso sistémico y lupus discoide en
comparacién a la poblacién general. Otras enfermedades reportadas en los
pacientes con EGC son sarcoidosis, purpura trombocitopénica idiopatica, artritis

reumatoide juvenil y sindrome antifosfolipido.3

A diferencia de las inmunodeficiencias que afectan al linfocito, los pacientes con

EGC no tienen mayor riesgo de desarrollar neoplasia.!?
DIAGNOSTICO

El diagnostico de EGC se establece a través de demostrar ausencia de produccion
de radicales libres en los neutréfilos activados. Sin embargo en pocos casos con

EGC con mutacién en CYBB existe actividad residual de la NADPH oxidasa entre



1-20%. La prueba mas sencilla y econdmica como prueba de tamizaje es la
reduccion de nitroazul de tetrazolio (NBT). La prueba consiste en exponer a los
neutréfilos a NBT y un estimulo como PMA (phorbol myristate acetate); el
colorante amarillo soluble NBT es reducido en las células activadas a formazan
(color azul). Esta prueba se pude realizar en sangre total o neutréfilos purificados
(preservada < 48 hrs.) y siempre debe realizarse a la par con un control. Otra
prueba para cuantificar la produccion de radicales libres intracelular es la
citometria de flujo (fluorescent-activatedcellsorting [FACS]) con fluorocromos
como la 1, 2, 3, dihidrorodamina o la 27" diacetatodiclofluoresceina, sin embargo
una de las desventajas es que requiere sangre fresca y un equipamiento costoso,
Yy que en ocasiones no es accesible. Tanto la prueba de NBT, como el FACS
permiten la deteccion de portadoras de EGC en las familiares femeninas de
pacientes con EGC recesiva ligada al X, quienes por el fendbmeno de lionizacion
presentan dos poblaciones de neutrdéfilos, unos que producen radicales libres y
otros que no producen radicales libres. No es posible detectar por estas técnicas
a los portadores de EGC autosémica recesiva. La deteccidn de la mutacion en los
genes candidatos establece el defecto molecular, necesarios para el consejo

genético y diagndstico prenatal.1t 13 14
IMPORTANCIA

La EGC se ha reportado en diferentes areas del mundo y no se han descrito
factores de riesgo que aumenten la probabilidad de padecerla. La incidencia
global es de 1:250 000.'°> La consanguinidad como una practica cultural y religiosa
explica sélo en parte las diferencias en la incidencia en diferentes regiones del
mundo de la EGC AR.1% 17 La incidencia en Estados Unidos de Norte América es
de 1:200 000; en Israelitas Judios 1:218 000; en Israelitas Arabes 1: 111 000.2 La
prevalencia ha sido estimada en Japon 1/1 300 000, en Australia 1/1 375 000 y en
Suecia 1/450 000. 3

El prondstico de los pacientes con EGC ha mejorado desde su primera descripcion
en 1954 a la fecha. A través de un analisis de Kaplan-Meier, en una serie de 368

pacientes en Estados Unidos de Norte América, durante un seguimiento de 5



afos, se estim6 una mortalidad de 5% en un afio en los pacientes con EGC RLX,
y de 2% en un afio en aquellos con EGC AR.3 En un estudio con 429 pacientes
Europeos al momento del estudio se describié un promedio de vida de 49.6 afos
para los pacientes con EGC AR y de 37.8 afios para los pacientes con ECG RLX,
la supervivencia a 10 afios para el primer grupo fue de 94% y de 86% para el
segundo grupo; en un estudio de 23 pacientes con EGC en Japén la supervivencia
a 20 afios fue de 87%.'> 18 En México los datos que existen sobre EGC fueron
realizados en un estudio retrospectivo en el Instituto Nacional de Pediatria en un
periodo entre 1970-2004. Se reportaron 23 pacientes y al momento del estudio 10
habian fallecido, el valor promedio de edad al momento del fallecimiento fue de 3
afios con 9 meses (SD+36.8).19

PATRONES DE HERENCIA

Existen dos patrones de transmision hereditaria en la EGC: el recesivo ligado al X,
secundario a alteraciones en la glicoproteina gp91P"x y el autosémico recesivo,
secundario a alteraciones en las proteinas p22PhoX, p47Phox pE7Phoxy pgQphox 20, 21
En un estudio descriptivo realizado en Estados Unidos de Norteamérica en 368
pacientes con EGC se reporto que 70% tuvieron EGC RLX, 22% EGC ARy en
8% de los casos no se determino el tipo de patrén de transmision hereditaria.® En
otro estudio similar pero con 429 pacientes Europeos se encontré 67% con EGC
RLX y 33% con EGC AR. Estos porcentajes pueden variar en paises en donde el
matrimonio con consanguinidad es una practica frecuente, como consecuencia la
EGC AR es el patrén de transmision hereditario que predomina.s 17, 22-24gn
Turquia se ha descrito que 33% del total de los casos con EGC tuvieron el patrén

AR, mientras que el resto tuvo el patron RLX.1% 22

El asesoramiento genético basado en el patrén de herencia certero determinado a
través del analisis molecular, orienta sobre el riesgo de transmitir la enfermedad
del paciente mismo y de sus progenitores en las formas AR y la deteccion de
mujeres portadoras en las formas de trasmision ligadas al X o descartar el estado

de portadoras al detectar una mutacion de novo en el caso indice.



NADPH OXIDASA
ESTRUCTURA Y FUNCION

La NADPH-oxidasa se expresa en los leucocitos, especificamente en neutrofilos,
eosinofilos, monocitos, macrofagos, linfocitos T y B; este sistema se ha
encontrado también en células endoteliales, mesangiales, epiteliales, del cuerpo

liteo, musculo liso, plaquetas y fibroblastos. 2 2627

La NADPH oxidasa es un complejo enzimatico formado por 6 subunidades, cada
una denominada como phox (del inglés phagocyteoxidase), y songp91Pox,
p22Phox - pn47phox - png7Phox  p4Qphox vy Rac2.Cuando el leucocito estad en reposo
gp91prhox y p22phox forman un heterodimero (flavocitocromo b558) unido a la
membrana plasmética y a la de la vacuola fagocitica y los otros 4 componentes se
encuentran en el citosol.?La fagocitosis de los microorganismos es un estimulo
que lleva a la traslocacion de los 4 componentes citosélicos hacia el
flavocitocromo b558 en membrana de la vacuola fagocitica para formar el
complejo de la NADPH oxidasa activada (figura 1).El estallido respiratorio es el
proceso a través de cual la NADPH oxidasa cataliza la transferencia de un
electron desde NADPH citosolica hacia el Oz con la formacion de un radical

superoxido Oz". La reaccion se escribe como:
NADPH + 202> NADP + 202" + H*

El superéxido dafia los tejidos al atacar los componentes lipidicos de la
membrana, es inestable y rapidamente (en milisegundos) dismuta para formar
perdxido de hidrogeno (H202), el cual no es un radical pero es tdxico para algunos
microorganismos a bajas concentraciones. La dismutacion se puede escribir

como.

O2"+ 02+ 2H*> H202 + O2-



El superdxido y el peréxido de hidrégeno en presencia de metales cataliticos de

transicion reaccionan para formar el radical -OH que es muy reactivo y dafiino:
02" + Fe''>02 + Fe
Fe'+ H202 >OH+OH +Fe"

El O2 - producido por las células fagociticas da lugar a un grupo de derivados
toxicos a los cuales se les da el nombre en inglés reactive oxygen species (ROS).
El Oz es rapidamente convertido a peréxido de hidrégeno, radical hidroxilo y

acido hipocloroso.?®

El superodxido, el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo son microbicidas.
La deficiencia de la NADPH oxidasa en la EGC hace evidente la importancia de la
enzima, los pacientes presentan infecciones por hongos y bacterias severas que
ponen en peligro la vida del paciente, los microorganismos son fagocitados

normalmente pero persisten vivos dentro de la célula.'!
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Figura 1.Se muestra la NADPH oxidasa en reposo (izq) y activada (der).



GENES DE LA NADPH OXIDASA

Cada una de las diferentes subunidades es codificada por un gen diferente,
gp91rhox por CYBB, p22rhoxpor CYBA, p47rhox por NCF1, p67Phoxpor NCF2y p4Q0phox
por NFC4.

CYBB esta localizado en el cromosoma X, en la region Xp21.1, tiene un tamafio
de 30kb y 13 exones.

CYBA esta localizado en el cromosoma 16, en la regién 1624, tiene un tamafio

de 8.5kb y 6 exones.

NCF1 esta localizado en el cromosoma 7, en la region 7q11.23, tiene un tamafio
de 15 kb y 11 exones.

NCF2est4 localizado en el cromosoma 1, en la region 25, tiene un tamafo de
40kb y 16 exones.

NCF4 esta localizado en el cromosoma 22, en la regién q13.1, tiene un tamafio de
18kby 10 exones.?°

Existen bases de datos que contienen informacién bioquimica, genética y clinica

de la EGC, los cuales estan disponibles en http://www.uta.fi/itm/bioinfo/CYBAbase

(0o NCF1lbase/, o NCF2base/o CYBBbase/). Ademas la informacion puede estar
disponible en la base de datos HGMD en

http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac.search.php.?°
TECNICAS EMPLEADAS EN EL ESTUDIO MOLECULAR DE LA EGC

El estudio a nivel molecular de la EGC se basa en la determinacion por PCR,
RT/PCR y secuenciacion automatizada de la mutacion en uno de los 5 genes
candidatos y de la evaluacion de la expresion de la subunidad proteica afectada.
Las diferentes publicaciones que han descrito mutaciones en pacientes con EGC

describen para la caracterizacion de las mutaciones responsables la extraccion de


http://www.uta.fi/itm/bioinfo/CYBAbase

ADN genomico de sangre periférica y extraccion de ARNm de células
mononucleares o linfocitos B inmortalizados por el virus Epstein-Barr (EBV) de los
pacientes con EGC.’ El ARN mes convertido a cADN. 30

La exploracion de los genes CYBB, CYBA, NCF2, NCF1, NFC4 (dependiendo del
género y la historia familiar del paciente) se realiza por secuenciacion directa, Para
esto se amplifican, uno a uno, por la técnica de PCR los exones de CYBB, NCF1,
NCF2, CYBA y las uniones de los exones con los intrones. Después de la
purificacion de los productos de PCR ambas cadenas son analizadas usando en
secuenciador automatico de ADN y posteriormente con un programa operativo

para el andlisis. 1% 2

La evaluacion de la expresion de las subunidades de la NADPH oxidasa es a
través de Western blot, para esto se solubilizan las proteinas del neutrofilo con
Triton al 1% X100, se separan en un gel de poliacrilamida, son electro transferidos

a papel de nitrocelulosa e inmuno detectadas con anticuerpos monoclonales.’
MUTACIONES EN LA NADPH OXIDASA

Tanto la forma recesiva ligada al X como la autosdmica recesiva de la EGC son
causadas por mutaciones heterogéneas; se han descrito deleciones, mutaciones
de corte y empalme (splicing), de sentido errdneo, sin sentido o inserciones, en
cualquiera de los 5 genes que codifican para las subunidades NADPH oxidasa; los
hot spots (regiones del ADN en donde se observa mutaciones con gran
frecuencia) se han descrito sélo en el gen NCF1.Y"Las mutaciones descritas en los
cinco genes de la EGC son aproximadamente 410.°La diversidad de las
mutaciones explica en parte la heterogeneidad clinica y genética de la EGC y
sugiere que la incidencia en el mundo es consecuencia de diversos eventos de
mutaciones independientes.®'El estudio molecular, especificamente la
determinaciéon de la mutacién por RT-PCR y secuenciacion automatizada, se ha
realizado en diferentes cohortes de pacientes con EGC en diferentes paises; los
porcentajes del total de pacientes en los que se determino la mutacion son los
siguientes: en ltalia(76%),%! Israel (92.2%),%Espafia (69%)%?y Francia (75.5%); a



nivel mundial, en promedio mas del 60% de los pacientes reportados tienen la
deteccion de la mutacién.33En la literatura sélo hay una publicacién de casos de
EGC con pacientes Latinos, incluye sélo dos casos de pacientes mexicanos.3!

Mutaciones en la EGC recesiva ligada al X

Fuera de norte de Africa y medio oriente, la EGC con modo de transmision
hereditaria recesiva ligada al X (en la nomenclatura internacional, X91CGD
[Chronicgranulomatousdisease]) es la mas comun; el gen afectado es CYBB
(Cytochrome b beta)con nimero OMIM#306400; OMIM proviene de las siglas en
Inglés Online Mendelian Inheritance in Man; es una base de datos que cataloga
todas las enfermedades conocidas con un componente genético, y cuando es
posible, la asociacion a los genes en el genoma humano.?®Las mutaciones de

novo se han descrito en el 10% de los pacientes con X91CGD.3*

La nomenclatura estandar para diferenciar los diferentes fenotipos de X91CGD es
X91°, X91" y X91*, en donde el superindice representa el nivel de expresion de la
proteina gp91P"** indetectable (°), disminuido () o normal (*), determinada por
inmunoblot o andlisis espectral; la designacién X91? indica que la expresion de la

proteina no fue determinada.?®

La mayoria de las mutaciones se manifiestan con una falta de expresion de
g91phox debido a la inestabilidad del RNAm o de la proteina defectuosa, asi que
la funcién de la NADPH oxidasa es totalmente abolida (X91°CGD). En contados
casos con mutaciones con sentido erréneo dan por resultado niveles normales o

apenas detectables de citocromo b558, sin embargo no son funcionales (X91"y
x91+)l11, 17, 35

La caracterizacion de las mutaciones en el gen CYBB se ha realizado en diversos
laboratorios de investigacion en todo el mundo.?® 3¢ La Ultima actualizacion de las
mutaciones X91CGD por Roos y cols. recopila un total de 1267 familias con 1415
pacientes; algo importante es que incluye mutaciones publicadas y no publicadas.
En la tabla 1 se muestran las mutaciones que se han descrito hasta el dia de hoy:

deleciones, inserciones, deleciones/inserciones, de corte y empalme, sin sentido,
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sentido erréneo y del promotor. Se han encontrado 681 mutaciones diferentes (en

1415 pacientes de 1267 familias no emparentadas), de éstas,

498(73.1%) son

Gnicas. Los resultados muestran la heterogeneidad de la enfermedad, no sélo

clinica y a nivel enzimatico, sino también a nivel molecular.?®

Familias

Mutaciones

Deleciones
Inserciones
Deleciones/Inserciones

Corte y empalme

Sentido erréneo
Sin sentido

Mutaciones de promotor

281(22.2%)
89(7.9%)
19(1.5%)

247(19.5%)

246(19.4%)
377(29.8%)

8(0.6%)

1267 familias

relacionadas con 1415

pacientes

242(35.6%)
54(7.9%)
19(2.8%)

120(17.6%)

indefinidas)
145(21.3%)
96(14.1%)
5(0.7%)

681
mutaciones
pacientes;

son Unicas.

(2
diferentes
en los

498(73.1%)

Tabla 1 Numero de familias con pacientes con EGC ligada al X, numero total de

pacientes con diferentes mutaciones y numero total de mutaciones Unicas por

familia.



Las deleciones e inserciones estan presentes en el 31% de todos los pacientes
con EGC ligada al X; las substituciones de un sélo nucleétido en el 69% restante.
Esta categoria puede ser subdividida en mutaciones de empalme que llevan a un
mal procesamiento del ARN (19%), mutaciones con sentido errébneo que producen
la substitucion de un solo aminoacido y las mutaciones sin sentido que llevan a

una terminacién prematura de la proteina.3 2

Existen dos sitios en internet en donde podemos encontrar las mutaciones
reportadas, algo importante es que son actualizadas de forma frecuente; la base
de datos HGMD en http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac.search.php 'y en
http://www.uta.fi/imt/bioinfo/CYBBbase/.3’

Mutaciones en la EGC autosdmica recesiva

Las mutaciones en los cuatro genes que codifican para la NADPH oxidasa, p22-
phox, p47-phox, p67-phox y p40-phox, causan la forma de transmisién autosomica
recesiva (AR) de la EGC. A nivel mundial las formas AR son un tercio de todas las
formas de EGC reportadas, sin embargo en regiones y paises arabes como
Jordania, Iran, Israel, Turquia, Tunez, norte de Africa, Este y Sur de Asia, esta
relacion es inversa, es decir dos tercios de todas las formas de EGC son
autosémicas recesivas. 117 20. 24 g explicacion es el mayor nimero de

matrimonios consanguineos, debido a razones culturales y religiosas.*4 1/

Para la descripcion de los diferentes fenotipos de las formas AR de la EGC existe
una nomenclatura internacional, (ej., A22°, A22*, A67°, A67*, A67", A47° A4Q°y
A40%). La primera letra, A, se refiere al modo de transmision hereditaria
(autosémica recesiva), los numeros indican el componente de phox afectado, el
simbolo en superindice indica si la proteina estd ausente (°), disminuida () o (%)
normal segun el analisis de inmunoblot. Cuando se desconoce la expresion de la
proteina se indica: (?). Los nimeros OMIM para A22, A67, A47, son #233690,
#233710, #233700 respectivamente. 20 A continuaciéon se describen de forma
individual las mutaciones en cada uno de los genes implicados en las formas

autosdmicas recesivas.


http://www.uta.fi/imt/bioinfo/CYBBbase/

NCF1

La mutacion en el gen de NCF1 (neutrophilcytosol factor 1) mas frecuente es una
delecion de dos nucledtidos en una repeticion en tandem  GTGT que
corresponden a las primeras 4 bases en del exdn 2 del gen NCF1. El espectro de
las mutaciones diferentes a la delecion GT es tan diverso como en los otros genes
afectados en la EGC. Todas las mutaciones en NCF1 identificadas a la fecha

llevan a la ausencia de expresion de la proteina p47°rhox 11

De trescientos cincuenta pacientes estudiados en todo el mundo a nivel de ADN,
53 pacientes de 42 familias son homocigotos para la delecién del dinucleotido GT
(AGT) al inicio del exén 2. De las 42 familias, 20 tuvieron pacientes heterocigotos
para la delecion GT y una mutacion adicional, el resto tuvieron mutaciones
diferentes a AGT en ambos alelos de NCF1. La AGT del alelo de NCF1 es la
mutacion mas comun de EGC en la poblacion. La razén de este predominio es
debido a que la mayoria de los sujetos sanos tienen dos pseudogenes (Y NCF1),
cada uno se co-localiza con el gen funcional en la posicion 7q11.23 y portan la
AGT. Los eventos de recombinacion entre NCF1 y los W NCFlconducen a la
incorporacion AGT dentro de NFC1.%% 38[a presencia de dos W NCF1 complica
su exploracion; primero se busca en el ADN genomico la delecién del
dinucleotido GT (c.75_76delGT,pTyr26HisfsX26) en el exén 2 del gen NCF1; en
ausencia de la delecibn homocigota, se realiza entonces la secuenciacion
especifica del gen NCF1 en el ARNm (CADN).

Las mutaciones reportadas hasta la fecha esttn en la péagina
http://www.uta.fi/imt/bioinfo/NCF1base/. 24

NCF2

La EGC autosdmica recesiva con deficiencia de A67°CGD (A67°CGD [Chronic
Granulomatous Disease]) es poco frecuente, afecta el 5% de todos los pacientes
con EGC en todo el mundo. Fue descrita por primera vez en 1995 por Nunoi.®*La
A67°CGD es causada por mutacion en el gen NCF2(neutrophilcytosol factor 2).Las

mutaciones en los pacientes con EGC deficientes de p67phox son heterogeneas;


http://www.uta.fi/imt/bioinfo/NCF1base/

no se han reportado hot spots.?’Las mutaciones en A67°CGD publicadas y no
publicadas estan disponibles en la pagina de
Internethttp://www.uta.fi/imt/bioinfo/NCF2base/. Hasta este afio se han descrito 54

diferentes tipos de mutaciones alélicas en 95 pacientes: 14 deleciones (25.9%), 8
sin sentido (14.8%), 11 de corte-empalme (20.4%), 17 con sentido erréneo
(31.5%), 4 inserciones (7.4%). 1740

CYBA

Las mutaciones en el gen de CYBA (cytochrome b alpha) se han descrito
aproximadamente en el 5% de los pacientes con EGC.'’Sélo existen 7
polimorfismos en la proteina de p22Ph°% asi que cambios minimos en la
composicién de esta proteina llevan a inestabilidad intrinseca debida a falta de
interaccion con gp91Phox, 30 Se han descrito 25 mutaciones en CYBA en 46
familias. 17 Estas incluyen deleciones, inserciones, de corte-empalme, sin sentido
y sentido erréneo. Las mutaciones reportadas al dia de hoy se pueden encontrar
en las paginas de Internet http://www.uta.fi/imt/bioinfo/CYBA, Human Gene
Mutation Data Base, HGMD; http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/all.php).20: 30

NCF4

Matute recientemente describié el primer paciente con EGC con un genotipo
heterocigoto compuesto (p.K52Rfsx79) + (p.R105Q) en el genNCF4

(neutrophilcytosol factor4).28 41
POLIMORFISMOS EN LOS GENES DE LA NADPH OXIDASA

Se han descrito polimorfismos en diferentes genes que codifican para la NADPH
oxidasa, se han hecho estudios en diferentes etnias con el fin de saber si éstos

alteran la funcién de la enzima o si son factor de riesgo para enfermedades.*?

En pacientes con artritis reumatoide algunos polimorfismos en NCF1 se han
asociado a una disminucion en la funcién de la NADPH oxidasa y a una mayor
severidad de la enfermedad.*® Polimorfismos en CYBA se han asociado a padecer

un mayor riesgo de enfermedad coronaria, sin embargo los resultados son


http://www.uta.fi/imt/bioinfo/NCF2base/
http://www.uta.fi/imt/bio

controversiales.**El gen de CYBB presenta poca diversidad en comparacién con

los otros genes localizados en el cromosoma X.#2
SEVERIDAD DE LA ENFERMEDAD

Existe una gran heterogeneidad en las mutaciones descritas; en pacientes con
una misma mutacion se ha reportado una amplia variabilidad en el fenotipo clinico,
sin embargo los pacientes con patron de transmision hereditaria recesiva ligada al
X tienen un fenotipo clinico mas severo y por tanto la supervivencia y calidad de
vida es menor en comparaciéon con aquellos con patrén autosémico recesivo; 37
especificamente en el registro nacional de Estados Unidos de Norte América de
EGC con 368 pacientes aquellos con la forma recesiva ligada al X tienen un
fenotipo clinico mas severo pues presentaron una mortalidad del 21.1% en
comparacion con la forma autosémica recesiva (p<0.02), ademas en cuanto a la
supervivencia a 5 afios fue de 88% contra 77% en la forma recesiva ligada al X y

la autosémica recesiva respectivamente. 3

La mayoria de los pacientes con mutacion en CYBB no expresan gp91rhox debido
a la inestabilidad del RNAmM o de la proteina, sin embargo aquellos pacientes que
expresan minima cantidad de gp91P" tiene un fenotipo clinico menos severo;
estudios clinicos en pacientes con mutacion de NCF1 muestran que producen una
cantidad residual de superéxido y peroxido de hidrégeno comparado con aquellos
con mutacion en CYBB, esta pequefa cantidad explica la diferencia clinica entre la

forma autosémica recesiva y la recesiva ligada al X.11 35
VII.- Objetivos.
Objetivo general.

Identificar las mutaciones patogénicas de los genes CYBB, CYBA, NCF1, NCF2 y
NCF4 responsables de EGC en una muestra de pacientes mexicanos con EGC

atendidos en el INP.

Objetivos especificos.



1) Describir el espectro de mutaciones patogénicas en los genes CYBB,
CYBA, NCF1, NCF2, NCF4 responsables de EGC en una muestra de
pacientes mexicanos con EGC atendidos en el INP y definir si ya han sido

descritas en la literatura.

2) Describir la frecuencia de mutaciones originadas como evento de novo en
los genes CYBB responsables de las formas recesivas ligadas al
cromosoma X en una muestra de pacientes mexicanos con EGC atendidos
en el INP.

3) Describir cual es el gen més frecuente mutado responsable de EGC en una
muestra de pacientes mexicanos con EGC atendidos en el INP.

4) Brindar asesoramiento genético a las familias incluidas en el estudio.

VIl.- Metodologia utilizada.

Clasificacion del estudio.
Estudio clinico, descriptivo, transversal, observacional, prospectivo.
Poblacion objetivo.

Nifios menores de 18 afios de cualquier sexo con diagnostico de EGC basado en
el cuadro clinico y la medicién de reduccién de nitroazul de tetrazolio menor a 1%
en una muestra de pacientes mexicanos atendidos en el INP. Ademas, se incluira

en el estudio al padre y a la madre biol6gicos del paciente en estudio.
Poblacién elegible.

Nifios menores de 18 afios de cualquier género con diagnéstico de EGC

atendidos actualmente en el Instituto Nacional de Pediatria,
Padre y madre bioldgicos del paciente, de cualquier edad.

Criterios de inclusion.



Pacientes mexicanos menores de 18 afios de cualquier género con diagnostico de
EGC confirmado por medicién de reduccion de nitroazul de tetrazolio menor a 1%
y que acudan a la Unidad de Investigacion en Inmunodeficiencias Primarias del

Instituto Nacional de Pediatria.

Que los padres bioldgicos acepten que su hijo y ellos participen en el estudio. En
el caso que el paciente sea mayor a 8 afos, que de su asentimiento; lo anterior
guedara respaldado en las cartas de consentimiento y asentimiento con las firmas

correspondientes.
Criterios de exclusion.

Pacientes con enfermedad granulomatosa crénica con mutacién determinada

previamente.

Pacientes que antes del analisis de su muestra decline su participacion.
Variables del estudio.

Ver Apéndice O.

Ubicacion del estudio.

El estudio se realizara en la Laboratorio de Biologia Molecular y en la Unidad de

Investigacion de Inmunodeficiencias del Instituto Nacional de Pediatria.
Material y métodos.

A los padres de los pacientes y a los pacientes que acepten participar en el
estudio, se les otorgard un consentimiento y/0 asentimiento informado; una vez
incluidos en el estudio se les realizara un arbol genealdgico por familia (quedara
registrado en hoja de captura de arbol genealdgico), a través de este se
evidenciara, en los casos en los que sea posible, el tipo de patron de transmision
hereditaria. Después se obtendra con ayuda de aguja y jeringa una muestra de
sangre de 10 ml tanto del paciente como de sus padres.



De la sangre obtenida se obtendran células mononucleares de sangre periférica
(apéndice 1).Se obtendra ARN y ADN gendmico (apéndice 2,3), se sintetizara
CADN a partir del ARN (apéndice 4). Se realizara la amplificacién de los genes
candidatos por PCR en cADN, los productos de PCR se haran correr en geles de
agarosa; la banda se cortara y purificara (apéndice 5,6). El orden de la
amplificacion de los genes blanco sera de acuerdo al patron de herencia sugerido
por arbol genealdgico. Se realizara secuenciacion automatizada directa de los
fragmentos obtenidos por PCR y RT-PCR. Se comparara con la secuencia de
referencia con el fin de buscar mutaciones patogénicas (Los numeros OMIM para
A22, A67, A47, son #233690, #233710, #233700 respectivamente; CYBB con
namero OMIM#306400).

Una vez localizada la mutacién en cDNA se procederd a localizar la
mutacion en ADN gendmico. Esto, con la finalidad de corroborar la existencia de la
mutacion, ya que el ADNc es un producto sintético, y un cambio encontrado en él
podria tratarse de un error de la transcriptasa reversa o de la polimerasa Taq,
durante el proceso de RT-PCR. En el caso de algunas mutaciones, como aquéllas
que afectan los sitios de splicing, o las que se encuentran en regiones no
codificantes (promotor, intrones, 3'UTR), la unica manera de identificar la mutacién
es en el ADN gendémico, mientras que en el ADN complementario sélo es posible
verificar el resultado, en una transcripcion andémala (“salteo” o skipping de uno o
varios exones, por ejemplo). Por esta misma razoén, en los casos en que no se
encuentre una mutacion en el cDNA del gen candidato, a pesar de una sospecha
fundada, conviene amplificar y secuenciar los exones con las regiones intrénicas o

promotoras en el ADN gendmico.

Las mutaciones que se identifiquen en los pacientes, se buscaran en el padre y en
la madre. En el caso del gen CYBB se determinara si son de novo o no, a través
del estudio molecular en ADN gendmico de la madre. Ademas todas las
mutaciones que describamos se cotejaran con la ya reportadas en las diferentes

bases de datos mencionadas previamente.

Anédlisis estadistico.



En el caso de las variables cualitativas se buscara las frecuencias simples de las
variables: sexo, mutacién. En el caso de nuestra variable cuantitativa: edad, Se

vera su distribucion: media, moda, desviacion estandar.
Tamafio de la muestra.

Por la naturaleza del estudio el tamafio de la muestra sera a conveniencia ya que
se incluiran a todos los pacientes diagnosticados con EGC que han sido tratados

en el INP en la Unidad de Investigacion en Inmunodeficiencias.

Etica.

Consideraciones Eticas

Todas las actividades relacionadas con este protocolo se regularan con lo
establecido en los articulos comprendidos en el Capitulo 1 del Reglamento de la
Ley General de Salud publicado en el Diario Oficial del 6 de enero de 1987, (Titulo
2°, Capitulo Il de la Investigacion en menores de edad o incapaces, Articulos 34 —

39). Ademas de que todos los procedimientos se regiran por la Declaracion de

Helsinki de la WMA y de acuerdo con las Buenas Practicas Clinicas de la ICH.

IX.- Actividades realizadas para el trabajo.

Realizacion de DHR, subunidades de la NADPH, extraccion y secuenciacion de

ADN, asesoramiento genético y realizacion de arbol familiar.

X.- Objetivos y metas alcanzadas.

El objetivo general aun no se cumple debido a que estamos en la espera de la

secuenciacion de ADN de cada uno de los pacientes.

De los objetivos especificos, el primer objetivo: se encontrd la subunidad afectada
y gracias a esto sabemos que gen es el que se encuentra afectado; nuestro
segundo objetivo se observo que ninguno de los pacientes con deficiencia de

Gp91rhox fyeron de novo. El gen mas afectado en nuestra poblacion es CYBB. A



cada una de las familias a las cuales se les realiz6 el diagnostico se les brindo

asesoramiento genético.

Xl.- Resultados v conclusiones.

En el periodo de febrero 2019 a enero 2020 se estudiaron a 116 personas de las
cuales 18 se les realizo diagnostico de EGC, del 100% de los pacientes con EGC
diagnosticados en este periodo el 50% fueron con herencia ligada al X y el otro
50% de herencia autosémico recesivo, con deficiencia de p47 Phox fueron 27.8%
con deficiencia de p22P"x fueron 5.6% ,con deficiencia de p67 P'°x fueron 5.6% Yy

con deficiencia de p40rho* fueron 11%.

Se observd que ninguno de los pacientes con deficiencia de gp91°P"* fueron de
novo. El gen mas afectado en nuestra poblacién es CYBB. Y a cada una de las
familias a las cuales se les realizd el diagnostico se les brindo asesoramiento

genético.

Xll.- Recomendaciones.

Este protocolo debe continuar porque aun faltan resultados como la secuenciaciéon
de cada uno de los pacientes, ademas al extenderlo se podra contar con
estadisticas de esta enfermedad y probablemente correlacién clinica con esta
enfermedad.
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Apéndice 0
VARIABLE DEFINICION CATEGORIA | UNIDAD DE MEDICION
Edad Tiempo transcurrido | Cuantitativa Meses
a partir del | discreta
nacimiento de un
individuo.
Sexo Condiciébn  organica | Cualitativa Femenino / Masculino

que distingue a un | Nominal
varén de una mujer. | dicotomica
Conjunto de

individuos que tienen

un mismo sexo (

femenino o]

masculino)


http://es.wikipedia.org/wiki/Tiempo

Mutacion

Mutacion
CYBB

Mutacion
CYBA

Mutacion
NCF1

Mutacion
NCF2

Mutacion
NCF4

Mutacion

sentido

en

en

en

en

en

de

Cambio fijo y
heredable en la
secuencia

nucleotidica de ADN

de un cromosoma

Cambio en la
secuencia de
nucleodtidos en el gen
de CYBB

Cambio en la
secuencia de
nucledtidos en el gen
de CYBA

Cambio en la
secuencia de
nucledtidos en el gen
de NCF1

Cambio en la
secuencia de
nucledtidos en el gen
de NCF2

Cambio en la
secuencia de
nucledtidos en el gen
de NCF4

Cambio de base que
condiciona el cambio

de aminoacidos

Cualitativa

nominal

Cualitativa

nominal

Cualitativa

nominal

Cualitativa

nominal

Cualitativa

nominal

Cualitativa

nominal

Cualitativa

nominal

1)

2)

1)

2)

1)

2)

1)

2)

1)

2)

1)

2)

1)

Presente

Ausente

Presente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Presente

Presente

Ausente

Ausente

Presente

Presente

Ausente



erréneo

Mutacién sin

sentido

Delecién

Insercién

Mutacion en

sitios de

corte

empalme

Por
sustitucion

de bases

y

codificado por el
triplete

Aparece un triplete
de terminacién o FIN:
CAG(gIn)—UAG(FIN)

Pérdida de uno o
mas nucleétidos en
una secuencia de

gen

Dentro de la

secuencia del ADN

se introducen
nucleétidos
adicionales.
Mutaciones gque

interfieren con el
splicing del ARN

mensajero.

Se  producen al
cambiar en una
posicion un par de

bases por otro

Cualitativa

nominal

Cualitativa

nominal

Cualitativa

nominal

Cualitativa

nominal

Cualitativa

nominal

1)

2)

1)

2)

1)

2)

1)

2)

Presente

Ausente

Presente

Ausente

Presente

Ausente

Presente

Ausente

1) Presente

2) Ausente


http://es.wikipedia.org/wiki/ARN_mensajero
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Apéndice 1

OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES A PARTIR DE SANGRE
PERIFERICA

Procedimiento: Las células se aislan mediante centrifugacion en un gradiente de

densidad de Ficoll-Hypaque, de la siguiente manera.

* Obtener 10 ml. de sangre periférica con una jeringa (previa obtencion del

consentimiento).
* Se vierte la sangre en un tubo Falcon que contenga 150 microlitros de EDTA.
» Se agrega PBS 1X por las paredes del tubo (para nivelar el pH)

* En un tubo Falcon de 15 ml. con Ficoll-Paque se vierte la mezcla previa (sangre

total + PBS 1X) con cuidado por las paredes del tubo.
» Se centrifuga a 2000rpm, 20 minutos, a 17°C

» Se observa un anillo de células mononucleares (color grisaceo) y se toman con

cuidado con una pipeta Pasteur y se colocan en un tubo Falcon de 15ml.
* Posteriormente se agrega PBS 1X EN ABUNDANCIA

* Centrifugar a 2000rpm por 5 min a 17°C SIN BRAKE (Primer lavado). Se observa

una pastilla de células en el fondo del tubo y el PBS en fase acuosa.

+ Se decanta el liquido de un solo golpe y se pone 5ml de PBS 1X y se
resuspende la pastilla (SEGUNDO LAVADO)

» Se centrifuga bajo las mismas condiciones.
» Se vuelve a decantar y se resuspenden las células en 1 ml de PBS 1X.

+ Se pasa a un tubo Eppendorf por las paredes del tubo (SI NO, LAS CELULAS
SE PUEDEN ROMPER)



* Finalmente, se cuentan las células en una camara de Neubauer. (L1 2 microlitros

de Azul Triptano x 8 de muestra.) a través de un microscopio éptico.
Apéndice 2
EXTRACCION DE ADN GENOMICO

Extraer 3 ml de sangre periférica y colocarlos en tubo de 13 x 100 con EDTA al
10%. Posteriormente se transfiere la sangre a tubos de Falcon de 10 ml y se

adicionan 3 ml de TTS (tris-tritbn-sacarosa)
2. Se centrifuga a 3000 r.p.m. durante 10 min.

3. Se decanta el sobrenadante a un vaso con color (desechar). Este es un punto
muy importante puesto que en el fondo queda un botdn espeso que no se debe

perder al decantar.

4. Agregar al botébn 1ml de TTS y transferirlo a un tubo Eppendorf de 1.5 ml,
homogeneizar fuerte (con la mano o con un vortex con disco agitador para tubos
Eppendorf) hasta disolver el botdén y centrifugar a 12 000 r. p. m. Durante dos

minutos a 4°C.

5. Decantar el sobrenadante y agregar 1 ml mas de TTS y otra vez disolver el
boton y centrifugar otros dos minutos a 4°C . (Este paso se tiene que repetir hasta

que se obtenga un botén blanco y también el sobrenadante).

6. Una vez que se haya decantado el sobrenadante blanco y da un botén
blanquecino se agregan 570 ul de NaCl 5mM y homogeneizar dos minutos (aqui
no se decanta) + 30 pl de SDS al 10% y homogeneizar diez minutos + 200ul de

NaCl saturado y homogeneizar 15 minutos.

7. Una vez que se haya realizado esta mezcla se centrifuga a 12, 000 r.p.m
durante 25 minutos a 4°C. Mientras transcurre este tiempo se puede ir preparando
tubos estériles de 13x100 con 2 ml (se puede utilizar tubos Falcon estériles) de
etanol absoluto frio, para que una vez que terminen los 25 minutos se vierta el

sobrenadante en el etanol absoluto, una vez que esto se haya hecho mezclar



suavemente el tubo que contiene el etanol absoluto y el sobrenadante de lo que se
centrifugo y se va a observar la hebra blanquecina de DNA (si aqui no se observa

ninguna hebra entonces se perdieron los leucocitos en el primer paso).

8. Después se almacena el tubo que contiene el etanol + el DNA a -20 °C por toda

la noche.

9. Al dia siguiente con una pipeta de 1000 ul se elimina el etanol en el que estuvo

el DNA toda la noche y se agregan otros dos ml de etanol al 70%
10. Después se centrifuga a 9000 r.pm durante 10 minutos a 4 °C.

11. Eliminar el sobrenadante y el tubo Eppendorf con el botén blanco que queda

se coloca en un desecador a vacio durante 15 minutos a temperatura ambiente.

12. Finalmente ya que esté perfectamente deshidratado al DNA se agregan de

300 a 400 pl de agua bidestilada desionizada estéril.



Apéndice 3
EXTRACCION DE ARN
Homogenizacion de la suspension celular

e Colocar un 1 ml de suspensién celular en un tubo de 1.5 ml de

microcentrifugalibre de ARN.

e Centrifugar durante 1 mn para formar un boton.

e Decantar el sobrenadante.

e Agregar un ml de TRIzol al tubo.

e Lisar las células pipeteando varias veces.

e Centrifugar a 12000 x g durante 10 minutos a 4 C.

e Transferir el sobrenadante a un tubo estéril de microcentrifuga.
Fase de separacion

e Incubar la muestra por 5 minutos a temperatura ambiente.

e Adicionar 0.2 ml de cloroformo al tubo, agitar vigorosamente la muestra

durante 5 minutos a temperatura ambiente.

e Centrifugar durante 10 minutos a 12000 x g a 4 C. EI ARN formara un botén

en el fondo del tubo.

Precipitacion de ARN



e Transferir la fase acuosa superior a un tubo
e Agregar alcohol isopropilo para precipitar el RNA para precipitar el ARN.
e Incubar 5-10 minutos a temperatura ambiente

e Centrifugar durante 10 minutos a 12000 x g a 4C. El ARN formara un
boton en el fondo del tubo.

Lavado de ARN
e Desechar el sobrenadante
e Lavar el botén con 1 ml de etanol al 75%
e Mezclar la muestra con vortex. El botén de ARN debe flotar
e Centrifugar a 12000 x g 5 minutos a4 C
e Eliminar etanol, resuspender el boton de ARNt en agua MilliQ

e EI ARN debe ser almacenado a -70C



Apéndice 4
Sintesis de cADN

e La sintesis de DNA complementario se realizara utilizando 1 pl RNA total

realizando una mezcla de reaccion con un volumen final de 20 pl:
Oligo (dT) 1l
dNTPs (10mM) 1pl
RNA 1pl
Agua inyectable c.b.p. 13yl

e Los tubos de reaccion se colocaran en el termo ciclador durante 5 minutos y
posteriormente se pondran en hielo para permitir el alineamiento del oligo

(dT) con el molde, posteriormente se adicionaran los siguientes reactivos:
Regulador de reaccion 5x 4ul
DTT 0.1M 2yl

e Las muestras se introducirdn nuevamente al termo ciclador a 42°C durante
2 minutos para adicionar finalmente 200 unidades de transcriptasa reversa.
Finalmente las muestras se someteran a un ciclo de 42°C durante 50

minutos y un ciclo de 72°C por 15 minutos mas.



Apéndice 5

PCR amplificacion de genes CYBB, CYBA, NCF1, NCF2, NCF4a partir de
cDNA

e Se disefaran los diferentes primers para cada uno de los genes
involucrados en la EGC (CYBB, CYBA, NCF1, NCF2, NCF4)

e La amplificacién de los diferentes genes se llevara a cabo a partir de las
muestras de cDNA, para esto, emplearemos la siguiente mezcla de

reaccion con un volumen final de 50 pl (Invitrogen):

Regulador de reaccion 10x 5l
MgCl. 50mM 1.5 pl

dNTPs 10mM 1l
Iniciador 5’ 10pmoles/pl 3ul
Iniciador 3’ 10pmoles/pl 3ul

Tag DNA polimerasa 5U/ul 0.4 ul
cDNA molde 2-4 pl

Agua inyectable  c.b.p. 50 ul

e Las condiciones de la reaccion seran las siguientes:
1 ciclo 95°C 5 minutos
35 ciclos 95°C 30 segundos
Tm 30 segundos
72°C 1 minuto por cada 1000pb

1 Ciclo 72°C 8 minutos






Apéndice 6
ELECTROFORESIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR EN GELES DE AGAROSA

Los productos de PCR se prepararan con regulador de carga para DNA y se
utilizardn 5 pl de cada muestra para correr electroforesis en geles de agarosa al
1% preparados en TAE 1x (Tris-acido acético-EDTA) y conteniendo de 0.1 a 0.5
pg/ml de bromuro de etidio. La electroforesis se realizara a 100V durante 45
minutos, para finalmente visualizar los productos amplificados en un
transiluminador de luz ultravioleta (Kodak). EIl tamafio de los amplificados
obtenidos se determinara por medio del uso de un marcador de DNA de 50-100 pb
(Fermentas).

La banda se cortara y se purificar4 con el kit Quick de Qiagen de acuerdo a las
instrucciones del fabricante para la purificacion de los productos de PCR. La

muestra purificada se enviara a secuenciar de forma automatizada.



