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1.1 Antecedentes
1.1.1 Historia de las Inmunodeficiencias Primarias

Desde principios del siglo pasado existen reportes que describen pacientes con
caracteristicas y manifestaciones clinicas, que posteriormente se categorizaron como
inmunodeficiencias primarias (Raje y Dinakar, 2015). Por ejemplo, en 1922 W. Shultz
observo que varios de sus pacientes con lesiones gangrenosas en la faringe, presentaban
neutropenia severa. Posteriormente, en 1926 se asociaron manifestaciones neuroldgicas
con telangiectasias en las conjuntivas, lo que hoy se sabe, es caracteristico de la Ataxia
Telangiectasia (Ochsa y Hitzigh, 2012).

Asimismo, en 1937 dos nifios que presentaban trombocitopenia severa desde su
nacimiento, tamafio reducido de sus plaquetas y episodios recurrentes de diarrea y otitis
media fueron descritos por A. Wiskott. Diez afios después, Aldrich describe el patron de
herencia ligado al cromosoma X de esta enfermedad. No obstante, es hasta 1968 cuando se
reconoce esta enfermedad como una inmunodeficiencia primaria y se le otorga el nombre
de Wiskott-Aldrich en honor a quienes la describieron por primera vez (Ochsa y Hitzigb,
2012).

El afio 1952 fue particularmente importante en el campo de las inmunodeficiencias
primarias, pues el coronel Odgen Bruton diagnostico por primera vez en la historia a un
paciente con agammaglobulinemia, después de observar la ausencia de la region gamma en
la electroforesis de proteinas que le realizd al suero del paciente, que habia cursado con
diez episodios de neumonias en el Gltimo afio. Ademas, se reconoce al Dr. Bruton como el
primero en utilizar la inmunizacion pasiva como terapia de reemplazo a la ausencia de

anticuerpos utilizando la fraccion Il de Cohn (Bruton, 1968).

Por otro lado, el primer reporte de nifios con linfopenia severa que cursaba con
consecuencias fatales fue hecho por los pat6logos suizos Glanzmann y Riniker. Ademas,
afios después del descubrimiento de la agammaglobulinemia de Bruton, otro grupo de
investigadores suizos reconocieron la severidad de estos dos hallazgos juntos (linfopenia y
agammaglobulinemia) y los describieron en cuatro pacientes que murieron de graves
infecciones fungicas y bacterianas (Ochsa y Hitzigb, 2012). Este sindrome fue hombrado
originalmente como deficiencia humoral y celular combinada. En 1970 la Organizacién
Mundial de la Salud la denomin6é Inmunodeficiencia Combinada Severa (SCID, por sus

siglas en inglés) (Stiehm y Johnston, 2005).
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En 1960 un grupo de médicos en Boston describidé a un paciente que ingreso al
hospital con hematuria y glomerulonefritis post estreptocdcica; los ensayos de
determinacion del complemento sérico que le realizaron demostraron una actividad
aumentada. Ademas, cursaba con niveles séricos de IgM incrementados, asi como 1gG e
IgA disminuidas. Eventualmente, este paciente fue reportado como el primer caso de hiper
IgM en la historia (Rosen, 2000).

Lograr reconocer las inmunodeficiencias primarias como un grupo de entidades
clinicas causadas por defectos en distintos componentes del sistema inmune llevé mucho
tiempo de esfuerzo, aportes y progreso a nivel de salud publica. En primer lugar, se tuvo
que lograr el control efectivo de infecciones mediante distintas estrategias como la
vacunacion infantil, adecuado control nutricional y disponibilidad de antimicrobianos, lo
que permitié distinguir los pacientes que, a pesar de estas medidas, seguian presentando

manifestaciones sugerentes de una falla en su sistema inmune (Ochsa y Hitzigb, 2012).

Asimismo, avances paralelos en el conocimiento de la inmunologia bésica y la
introduccion del concepto de inmunidad innata y adaptativa suscitaron el progreso en el

diagnostico y tratamiento de las inmunodeficiencias primarias.

En las ultimas décadas, con el advenimiento de nuevas técnicas genomicas se
abrieron oportunidades para explorar las bases moleculares de las inmunodeficiencias
primarias; el uso de técnicas como secuenciacion de Sanger y secuenciacion masiva ha
generado un enorme impacto en la evaluacion, comprension y tratamiento de estas
enfermedades. Asi como la creciente lista de alteraciones genéticas descritas para este

heterogéneo grupo de padecimientos.

A la fecha existen méas de 400 alteraciones genéticas descritas, mas del 45% fueron
descubiertas a partir del 2010 cuando se empezaron a utilizar técnicas de secuenciacion
masiva como secuenciacion del exoma completo (WES) o de genoma completo (WGS)

para identificar nuevos errores primarios de la inmunidad (Tangye et al., 2020).

El escenario es cada vez mas prometedor para los pacientes que sufren de estos
trastornos. A pesar de que a través de la historia hubo muchos pacientes que no pudieron
recibir el tratamiento necesario, las observaciones y descripciones de sus médicos tratantes
fueron vitales para desarrollar el conocimiento actual acerca de las inmunodeficiencias

primarias. No obstante, es importante difundir este conocimiento y hacer consciencia entre
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profesionales de la salud y la poblacion en general de la existencia de estas enfermedades
pues se cree que la prevalencia mundial de estos trastornos esta considerablemente

subestimada y es mayor a la que se reporta.

1.1.2 Epidemiologia

Previo al acelerado conocimiento y desarrollo en este campo, las
inmunodeficiencias primarias eran consideradas enfermedades raras con una prevalencia
muy baja. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que aproximadamente un 1% de
la poblacion mundial podria verse afectada, si son considerados todas las variantes de
inmunodeficiencia primaria (Modell et al., 2018).

Se estima que la prevalencia mundial es de 1/1000 a 1/5000 nacimientos (Tangye
et al., 2020). El nimero de casos diagnosticados globalmente en 2018 fue de 94024
personas, con un aumento del 21,8 % de casos diagnosticados en relacion con el 2013
(Modell et al., 2018). A pesar de esto, se calcula que alrededor de un 70% de personas
viven con algun desorden primario inmune que permanece sin diagnosticar (Condino-Neto

y Espinoza-Rosales, 2018).

La prevalencia de las inmunodeficiencias primarias varia de una region a otra
siendo la més alta en Estados Unidos, seguido por Europa, Latinoameérica, Oriente Medio,
Asia y Africa (Modell et al., 2018). Las variaciones podrian explicarse por la gran
diversidad étnica y movilidad geogréafica de las poblaciones en las distintas regiones y la
presencia de efectos fundadores, es decir, la reduccion de variacion genética que se
produce cuando una pequefia poblacion establece una nueva colonia. Asi como, los
contrastes socioculturales entre ellas, por ejemplo, los matrimonios entre consanguineos
(Al-Herz et al., 2019).

Asimismo, las diferencias socioeconémicas, falta de instalaciones especializadas de
diagndstico, pruebas y acceso a servicios de salud generales y especializados podrian

explicar las diferencias entre regiones (Condino-Neto y Espinoza-Rosales, 2018).
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1.1.2.1 Prevalencia en Latinoamérica

En 1993 se fund6 lo que hoy se conoce como la Asociacion Latinoamericana de
Inmunodeficiencias Primarias (LASID) para estudiar la prevalencia de las IDP en
diferentes regiones de Latinoamérica y promover mayor consciencia de la existencia de

estos padecimientos (Ruggero y Condino-Neto, 2012).

En 2009, LASID lanz6 una propuesta con el objetivo de que las instituciones de los
paises pertenecientes a la asociacion realizaran, en linea, el registro de los distintos casos
diagnosticados con IDPs. A mayo del 2021 un total de 8551 casos de IDPs han sido
reportados por 128 centros pertenecientes a 17 paises latinoamericanos (figura 1)

(Sociedad Latinoamericana de Inmunodeficiencias Primarias, 2021).

2730

1145

213

Country Jan. 2021 Feb. 2021 Mar. 2021 Apr. 2021 May. 2021

Figura 1.Total de casos registrados por pais pertenecientes a LASID. (Tomado de
Sociedad Latinoamericana de Inmunodeficiencias Primarias, 2021)

Costa Rica forma parte de los paises participantes y al momento tiene un Unico
centro registrado, el Hospital Nacional de Nifios “Dr. Carlos Saenz Herrera” con un reporte

total de 116 pacientes (Sociedad Latinoamericana de Inmunodeficiencias Primarias, 2021).

De acuerdo con las estadisticas de LASID y agrupando a los pacientes acorde a la
clasificaciéon de las Union Internacional de Sociedades Inmunoldgicas (IUIS) (Tangye et

al., 2020), la frecuencia de los diferentes tipos de IDPs en general es: deficiencias
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predominantes de anticuerpos (52%), sindromes de inmunodeficiencia bien definidos
(19%), inmunodeficiencias combinadas y defectos en la fagocitosis (9% ambos),
desordenes autoinflamatorios (6,2%), deficiencias de complementos (2,5%), defectos en la
inmunidad innata (1,3%) y desordenes de desregulacion inmune (1%) (Condino-Neto et
al., 2015).

No obstante, en los registros ordenados por pais se pueden encontrar ligeras
diferencias en las frecuencias anteriores pues algunas enfermedades parecen ser mas
usuales en ciertas regiones; por ejemplo, en México y Costa Rica se registran mas
pacientes con Ataxia Telangiectasia que en otras regiones latinoamericanas (Condino-Neto
et al., 2015).

1.1.2.2 Prevalencia en Costa Rica

Desafortunadamente, a la fecha no hay estudios epidemiologicos realizados en
Costa Rica publicados en referencia a pacientes pediatricos con inmunodeficiencias

primarias.

No obstante, a partir de los registros de LASID publicados en 2013 se estima que la
distribucién de los diferentes tipos de inmunodeficiencias segun la clasificacion
internacional sitGa en primer lugar a los sindromes bien definidos, dentro de los que se
encuentran la Ataxia Telangiectasia y el sindrome de Wiskott-Aldrich, que representan
alrededor de un 60% de las IDPs diagnosticadas en el pais, seguido por las
inmunodeficiencias combinadas, como las SCID, y las deficiencias de anticuerpos, por
ejemplo el sindrome de Hiper IgM; con un 17% y un 11% respectivamente (Padilla,

Rosales y Argumedo, 2013).

1.2 Marco Referencial

1.2.1 Definicién de las Inmunodeficiencias Primarias

Las inmunodeficiencias primarias constituyen una serie de alteraciones genéticas
que provocan variaciones cualitativas (pérdida o ganancia de funcion) y cuantitativas en
diversas vias de la respuesta inmunoldgica. Son un grupo muy diverso de desérdenes, con
mecanismos patoldgicos variados que generan un fallo en la defensa de nuestro organismo
(De la Calle, Pérez y Puig, 2020).
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No obstante, es cada vez mas evidente que las IDPs no pueden reducirse
Unicamente a un "defecto” en la inmunidad, sino a distintos trastornos monogénicos y
poligénicos que alcanzan diversos grados de inmunodeficiencia, asi como de desregulacién

inmune (Yu, Orange y Demirdag, 2018).

Precisamente, debido a lo anterior, el diagndstico de IDPs representa un reto para la
comunidad médica pues una heterogénea gama de manifestaciones clinicas caracteriza
estos padecimientos. Una misma mutacion en un gen especifico puede generar diversas

expresiones fenotipicas (Hernandez-Martinez et al., 2016).

La mayoria de las IDP son trastornos con una etiologia genética y son hereditarios.
Por consiguiente, los patrones de herencia mas comunes en estas enfermedades son el
ligado al cromosoma X y el autosomico recesivo, donde la consanguinidad entre

progenitores aumenta la posibilidad de padecer estos desordenes (Hadizadeh et al., 2017).

Es por lo anterior, que en un 55% de los casos, las manifestaciones clinicas de estos
padecimientos se presentan al nacimiento o durante la infancia. Sin embargo, existen
inmunodeficiencias que pueden manifestarse en la edad adulta, principalmente las de tipo

humoral como la inmunodeficiencia comudn variable (Herndndez-Martinez et al., 2016).

La vida de los pacientes con inmunodeficiencias primarias es profundamente
afectada por su condicién. Al tener el sistema inmune defectuoso quedan susceptibles a
sufrir una mayor cantidad de infecciones caracterizadas por recurrencia, severidad y
cronicidad (Hernandez-Martinez et al., 2016). Asimismo, en algunas IDPs los pacientes
son mas propensos a sufrir infecciones de agentes infecciosos especificos dependiendo de
la via inmune afectada (Chappel et al., 2014). Las IDPs también pueden presentar una
amplia variedad de complicaciones no infecciosas como condiciones autoinmunes debido a
variantes en genes que también estan involucrados en los mecanismos de tolerancia del

sistema inmune (Amaya-Uribe et al., 2019).

Del mismo modo, se ha determinado una mayor tendencia al desarrollo de
malignidades, en su mayoria hematolégicas como los linfomas. Se ha descrito que estos
pacientes tienen hasta diez veces mayor riesgo a desarrollar esta malignidad en

comparacién con personas sin inmunodeficiencias primarias (Herber et al., 2020).
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1.2.2 Clasificacion general segun la Union Internacional de Sociedades

Inmunoldgicas (1UIS)

Las inmunodeficiencias se pueden clasificar segin su origen: primario o secundario.
Las alteraciones inmunes de origen primario se definieron previamente. Mientras que las
inmunodeficiencias secundarias ocurren a raiz de otras causas subyacentes por ejemplo:

infecciones, medicamentos, malnutricion, entre otras (Raje y Dinakar, 2015).

Ahora bien, las inmunodeficiencias primarias han sido identificadas y clasificadas a
través del tiempo en concordancia con los nuevos hallazgos, mayoritariamente genéticos,
que se van sumando a la larga lista de errores inmunitarios, que segun la Ultima
actualizacion de la IUIS ya contabiliza 416 desdrdenes descritos (Tangye et al., 2020). De
acuerdo con este ultimo informe, las IDP se pueden clasificar, de manera general, de la

siguiente forma:
= Inmunodeficiencias combinadas

Son las inmunodeficiencias causadas por una alteracion en el linfocito T que
repercute en otros participantes del sistema inmune como el linfocito B y las células NK.
(De la Calle, Pérez y Puig, 2020). Existe un amplio abanico de entidades englobadas en
este grupo; principalmente se dividen en las inmunodeficiencias combinadas severas
(SCID), inmunodeficiencias menos severas que SCID y el sindrome de Ommen. Estas IDP
suelen manifestarse desde el nacimiento y cursar con infecciones muy graves (Reulay De
Arriba, 2019).

= Inmunodeficiencias combinadas con caracteristicas sindromicas

Este grupo constituye un conjunto heterogéneo de enfermedades que tienen un
componente de alteracion inmunitaria y también manifestaciones a nivel de otros 6rganos o
sistemas. El grado de inmunodeficiencia en estas entidades es variable y la mayoria se
comportan como IDP combinadas. Las mas comunes son la Ataxia Telangiectasia,
Wiskott-Aldrich y la microdelecion 22q11.2 anteriormente conocida como el sindrome de
Di George (De la Calle, Pérez y Puig, 2020).

= Deficiencias predominantemente de anticuerpos

Son de las inmunodeficiencias primarias mas frecuentes para todos los grupos

etarios. Son alteraciones en la produccion, secrecion o funcion de los anticuerpos



17

(McCusker, Upton y Warrington, 2018). Tienen un espectro clinico e inmunoldgico
amplio; desde pacientes con una severa reduccion de todos los isotipos de
inmunoglobulinas y ausencia de linfocitos B (agamaglobulinemia) a pacientes con una
deficiencia selectiva de produccion especifica de algin isotipo, siendo la deficiencia
selectiva de IgA la méas comln de todas (De la Calle, Pérez y Puig, 2020).

= Defectos congénitos de la fagocitosis

En este grupo se engloban los defectos cuantitativos y cualitativos de los fagocitos,
incluye entidades como la enfermedad granulomatosa crénica, neutropenia severa y el

déficit de adhesion leucocitaria (Reula y De Arriba, 2019).
= Defectos en la inmunidad innata

Las inmunodeficiencias de la via innata se caracterizan por ser generalmente
variantes de ganancia de funcion, con susceptibilidad preferencial por alguna familia de
microorganismos. (De la Calle, Pérez y Puig, 2020) Destacan en este grupo, los defectos en
la via de los receptores tipo Toll, la candidiasis mucocutanea crénica y la susceptibilidad

mendeliana a micobacterias (Raje y Dinakar, 2015).
= Enfermedades de desregulacion inmune

Estas inmunodeficiencias estan muy relacionadas con los fenémenos de
autoinmunidad debido a la desregulacién total que ocurre a nivel del sistema inmune. En
gran cantidad de estos desordenes los linfocitos estan presentes, pero son disfuncionales
provocando que se desarrolle una excesiva autoreactividad, cuyo desenlace es la
autoinmunidad. En esta categoria se encuentra la linfohistiocitosishematofagica (HLH),
sindrome linfoproliferativo autoinmune (ALPS) y la poliendocrinopatia y enteropatia
ligada al X (IPEX) (McCusker, Upton y Warrington, 2018).

= Deficiencias del complemento

Constituyen aproximadamente un 10% de las IDP, incluye defectos en la via clasica,
alterna y de las lectinas. Pacientes con defectos en la via clasica frecuentemente presentan
un fenotipo autoinmune mientras que pacientes con alteraciones en la via alterna padecen

usualmente de infecciones por pidgenos (Raje yDinakar, 2015).

=  Enfermedades autoinflamatorias
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Esta categoria de IDPs presenta caracteristicas y manifestaciones muy diferentes a los
demés grupos. A menudo se manifiestan con episodios inflamatorios periédicos y
recurrentes con la fiebre como su principal signo. Dentro de sus entidades mas frecuentes
estan la fiebre mediterranea familiar, y el grupo de criopirinopatias (De la Calle, Pérez y
Puig, 2020).

= Fenocopias de errores de inmunidad congénitos

Son enfermedades mediadas por anticuerpos o generadas por mutaciones somaticas que
cursan con presentaciones clinicas muy similares a las de algunas inmunodeficiencias

primarias (De la Calle, Pérez y Puig, 2020; Raje y Dinakar, 2015).

1.2.3 Diagnostico general de las inmunodeficiencias primarias

La mayoria de las IDPs son detectadas en la infancia, sin embargo, en muchos casos
este diagndstico se puede retrasar. El tiempo transcurrido desde la presentacion inicial
hasta el establecimiento de un diagnéstico, o “Diagnosis Lag”; término utilizado por
algunos autores, puede ser tan prolongado como 12 afios, incluso en lugares con
herramientas diagndsticas y centros especializados como Estados Unidos (El-Sayed vy
Radwan, 2020).

El diagnostico precoz de las inmunodeficiencias primarias es fundamental para
instaurar un abordaje terapéutico adecuado y eficaz previo a la aparicion de dafios

posiblemente irreversibles o mortales en los pacientes afectados (Martin-Mateos, 2011).

Por lo tanto, es imprescindible el papel del clinico para identificar distintas
manifestaciones y signos presentes en el paciente, lo cual puede resultar retador pues una
misma IDP puede desarrollar distintas manifestaciones y la mayoria de las IDPs carecen de
caracteristicas patognomonicas (Raje y Dinakar, 2015). Asimismo, el rol del laboratorio
clinico y los distintos analisis generales y especializados que ofrece son fundamentales

para poder culminar en un diagndstico certero.
1.2.3.1 Analisis de la historia clinica del paciente

Un aspecto primordial por considerar cuando se sospecha de una IDP, es la historia

clinica del paciente. La elaboracion de una historia clinica correcta destacando
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antecedentes familiares de afectaciones inmunes, abortos espontaneos, muerte prematura o
consanguineidad entre progenitores es informacion esencial que contribuye a un posible
diagndstico (Martin-Mateos, 2011).

Por otro lado, hallazgos a nivel fisico como: retraso en el crecimiento y desarrollo,
ausencia de 6rganos linfoides secundarios, alteraciones en piel como eczemas, granulomas,
petequias, entre otras, son caracteristicas clasicas que pueden sugerir una

inmunodeficiencia primaria (Raje y Dinakar, 2015; Abolhassani et al., 2015).

Una de las principales manifestaciones de una inmunodeficiencia es la
susceptibilidad aumentada a infecciones que suelen ser recurrentes, severas y refractarias al
tratamiento (Martin-Mateos, 2011). Es clave para el diagndstico poder reconocer el
espectro de los agentes patdgenos causales. Generalmente se muestra un patron tipico

caracteristico para cada categoria de IDP (Jesenak et al., 2014).

Por ejemplo, infecciones sinopulmonares por bacterias encapsuladas, infecciones
gastrointestinales por Giardia lamblia, Cryptosporidium, y enterovirus; infecciones
respiratorias, digestivas y cutdneas por microorganismos oportunistas como micobacterias
atipicas, Candida sp, Aspergillus sp, Histoplasma sp y Pneumocystis jirovecii, virus como
VEB, CMV y VVZ e infecciones por Neisseria sp. Ademas, infecciones invasivas, tales
como encefalitis, meningitis, osteomielitis, abscesos de érganos profundos, bacteriemias,
neumonias complicadas, neumatoceles y abscesos o fistulas recurrentes cutaneas o de
tejidos blandos (Martin-Mateos, 2011).

Por otro lado, los sintomas y sospecha clinica de inmunodeficiencia pueden variar
en funcion de la edad. Por consiguiente, como regla general, entre mas temprano ocurran la
aparicion de los sintomas, mas severo y mortal puede ser el defecto inmune; en nifios
menores de 6 meses es posible encontrar manifestaciones y signos acordes con
inmunodeficiencias combinadas severas y algunos sindromes bien definidos como el
Wiskott-Aldrich y el Sindrome 22g11 (Di George) asi como defectos de la fagocitosis

como el déficit de adhesion leucocitaria (Abolhassani et al., 2015).

No obstante, el diagndstico puede ser desafiante a esta edad. La dificultad, en parte,
proviene de la inmadurez natural del sistema inmune neonatal que puede enmascarar los
déficits inmunes y complicar la interpretacién de los hallazgos clinicos y los analisis de
laboratorio (El-Sayed y Radwan, 2020).



20

Por otra parte, es mas probable encontrar hallazgos clinicos sugerentes de
inmunodeficiencias humorales en infantes mayores de 6 meses cuando la concentracion
plasmética de inmunoglobulinas maternas de tipo IgG, que adquirieron a través de la
placenta, decrece y se hace mas evidente la inmunodeficiencia, principalmente en casos

como la agammaglobulinemia ligada al X (XLA) (Abolhassani et al., 2015).

Por otro lado, en cualquier rango de edad la presencia de dos 0 méas infecciones
invasivas, como meningitis o sepsis por Neisseria son sugestivas de defectos a nivel de

complemento (Martin-Mateos, 2011).

Ahora bien, existen multiples compendios de signos de alarma que abarcan distintas
presentaciones clinicas en adultos y nifios, que sugieren la posibilidad de una IDP en el
paciente. La fundacion de Jeffrey Modell (JMF) en la década de los noventa publico diez
signos de alarma de las inmunodeficiencias primarias, que han sido actualizados a traves

del tiempo por consenso entre diferentes expertos (Modell et al., 2018).

= Cuatro o mas otitis de novo en el afio

= Dos o0 mas sinusitis en un afio

= Dos 0 mas meses de tratamiento antibidtico con poco efecto

= Dos 0 mas neumonias en un afo

= Fallo o retraso del nifio en el crecimiento y ganancia de peso

= Abscesos profundos en érganos o piel

= Aftas persistentes en la boca o infeccion micotica en la piel

= Necesidad de antibi6ticos por via intravenosa para eliminar infecciones
= Dos o mas infecciones profundas, incluida una septicemia

=  Antecedentes familiares de IDP

1.2.3.2 Diagnéstico de laboratorio

El rol del laboratorio en el diagnéstico de inmunodeficiencias primarias constituye,
en conjunto con los signos clinicos observados, una fuente primaria de informacion
utilizada para generar un panorama mas completo, que permita definir el defecto inmune.
Los analisis de laboratorio comprenden desde una evaluacion bésica hasta andlisis
especificos y especializados. El uso 6ptimo de pruebas de laboratorio proporciona una
herramienta fundamental para el diagnostico y caracterizacion de inmunodeficiencias
primarias (Abraham, 2011).
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Los estudios iniciales empiezan con el hemograma y el diferencial de sangre
periférica lo que permite evaluar si hay linfopenia, neutropenia o leucopenia significativa y
anormalidades morfoldgicas a nivel de leucocitos y plaquetas (McCusker, Upton y
Warrington, 2018). La cuantificacion de inmunoglobulinas (IgM, 1gG e IgA) y los subtipos
de 1gG (1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4), aunado a la determinacion de anticuerpos vacunales
pueden ayudar a descartar la presencia de inmunodeficiencias de tipo humoral (Reula y De
Arriba, 2019). El andlisis de poblaciones y subpoblaciones linfocitarias para cuantificacion
e inmunofenotipificacion por medio de citometria de flujo, permiten analizar el
compartimento celular del sistema inmune: linfocitos T, B y células NK. Ademas, pruebas
mas especializadas y dirigidas de laboratorio como el ensayo de linfoproliferacion y el
ensayos de evaluacion de la fagocitosis y estallido respiratorio (NBT) también proveen
importante informacién para orientacion diagndstica (Abolhassani et al., 2015). La
interpretacion de estos resultados siempre debe ubicarse dentro del contexto del paciente y
su escenario clinico actual (Locke, Dasu y Verbsky, 2014).

Tabla 1
Pruebas inmunolégicas bésicas utilizadas para el diagnéstico de IDP

Compartimento Enfermedades asociada a resultados

Tipo de inmunidad Pruebas de laboratorio

Especifico anormales

Fagocitos

Inmunidad innata

Complemento

Diferencial y hemograma
NBT

Test de Dihidroramina
CH50

AH50

Cuantificacion de C3y C4

Cuantificacion Clq

Neutropenia congénita, déficit de
adhesién leucocitaria, enfermedad
granulomatosa crénica

Desordenes de deficiencias de
proteinas individuales de
complemento

Angioedema hereditario

Linfocitos T

Linfocitos B

Inmunidad adaptativa

Inmunoglobulinas

Diferencial y hemograma
Ensayos de linfoproliferacion
Determinacion de poblaciones y
subpoblaciones por citometria de
flujo (CF), inmunofenotipo y
cuantificacion

Diferencial y hemograma
Determinacion de subpoblaciones
por CF, inmunofenotipo y
cuantificacion

Determinacion de niveles séricos
Determinacion de subclases de
inmunoglobulinas

Respuesta a vacunas
Determinacion de

isohemaglutininas

SCID/CID, Di George, Wiskott-
Aldrich, Sindrome
linfoproliferativo autoinmune,

XLP, linfocito desnudo.

SCID/CID, Di George, Sindrome de
Ommen, XLA, Hiper IgM

XLA, inmunodeficiencia comun
variable,  HiperlgM,  HiperlgE,
Deficiencias selectivas de

anticuerpos,

Nota: Modificado de Walkovich y Connelly, 2016.
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La evaluacién del laboratorio de las inmunodeficiencias primarias es compleja pero
esencial para la atencion de estos pacientes. Realizar las pruebas de manera sistematica y
escalonada es importante para llegar a un diagndstico correcto sin pruebas innecesarias. A
través de este enfoque los médicos pueden proporcionar decisiones apropiadas y dirigidas
que benefician a sus pacientes (Locke, Dasu y Verbsky, 2014).

No obstante, en muchas ocasiones los resultados obtenidos de los hallazgos clinicos,
radiolégicos y los analisis inmunolégicos de laboratorio, no son lo suficientemente
contundentes para lograr un diagndstico certero de una inmunodeficiencia primaria o
realizar un abordaje terapéutico especifico adecuado. El diagnéstico de IDP a menudo
requiere la correlacion de estos resultados con pruebas genéticas. Por consiguiente, el
analisis molecular, en algunos casos, puede jugar un papel crucial y decisivo (Abraham,
2011).

1.2.3.3 Técnicas de diagndstico molecular

El diagndstico genético es parte critica del manejo moderno del paciente y debe ser
considerado, cuando es posible, como el estandar de atencion. La identificacion de la base
molecular del trastorno logra asegurar el diagnostico, en el caso de muchas enfermedades

monogénicas con patron de herencia mendeliana (Ameratunga et al., 2010).

El diagnostico molecular es util para dilucidar la correlacion entre el fenotipo y el
genotipo en presencia de variantes alélicas 0 manifestaciones inusuales. Asimismo, esta el
papel de las pruebas genéticas en la identificacion de individuos asintomaticos, que portan
un gen defectuoso asociado a una IDP potencialmente letal, previo al inicio de la
presentacion clinica y manifestaciones inmunoldgicas de la enfermedad, lo que facilita la

intervencidn terapéutica temprana (Abraham, 2011).

Este proceso se ha facilitado por la rapida evolucion de las plataformas de pruebas
moleculares. A medida que las modalidades diagnosticas avanzadas se aplican de manera
mas amplia, la informacidn recibida es cada vez mayor y debe interpretarse adecuadamente

para proporcionar la mejor atencion clinica a los pacientes (Ameratunga et al., 2010).

El término diagndstico genético engloba a todas aquellas acciones y técnicas que se
llevan a cabo para determinar o detectar las causas genéticas de una enfermedad. Las
principales utilidades del diagnéstico genético incluyen el tamizaje neonatal, pruebas de

deteccién de portadores, diagnostico prenatal, diagnéstico, prondstico, 0 ambos y pruebas
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predictivas o de predisposicion (The New York-Mid-Atlantic Consortium for Genetic and
Newborn Screening Services, 2009). No obstante, tienen una alta complejidad asociada y
una de las razones es que los trastornos genéticos son causados por gran cantidad de
mecanismos diferentes y por ende se deben utilizar distintos abordajes y técnicas para su
diagndstico.

1.2.4 Manejo general de las inmunodeficiencias primarias

Hasta hace pocos afios, los tratamientos para IDPs eran en gran medida de soporte, con
la excepcién del trasplante de médula désea. Sin embargo, los recientes avances en
inmunobiologia, genética, la explosion del descubrimiento y la comercializacion de
tratamientos biol6gicos han cambiado el panorama y las oportunidades en inmunologia
clinica. Las opciones terapéuticas y la esperanza de vida de los pacientes con IDPs también
han mejorado dramaticamente, en gran parte como resultado de una mejor prevencion y
tratamiento de infecciones, asi como una mejor comprension y terapia de las

complicaciones como malignidades y autoinmunidad (Marciano y Holland, 2017).

Por lo anterior, si bien se disminuye la mortalidad relacionada con la infeccion en los
primeros afios de vida, es necesario anticipar la aparicion de otras afecciones que
anteriormente no se apreciaban; como tumores malignos y trastornos degenerativos

desenmascarados por el aumento de la longevidad (Marciano y Holland, 2017).
= Manejo general

Existen principios generales del manejo y tratamiento de las inmunodeficiencias primarias
que buscan mejorar la calidad de vida del paciente mientras se logra un abordaje
terapéutico mas especifico segun el tipo de inmunodeficiencia y que se debe mantener en
paralelo cuando este se aplique. A los pacientes con IDPs se les debe brindar (Reula y De
Arriba, 2019):

- Soporte nutricional
- Evitar vacunacién con microorganismos vivos atenuados
- Profilaxis antibiotica

- Soporte emocional y psicologico
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2.1 Justificacion

Las deficiencias inmunes primarias constituyen un amplio rango de desordenes con
una clinica y genética asociada muy heterogénea. Tradicionalmente, han sido consideradas
como enfermedades raras, no obstante, el surgimiento de novedosas técnicas moleculares
ha resultado en un aumento exponencial en el nimero de genotipos identificados causantes

de inmunodeficiencias primarias.

Lo anterior, ha permitido determinar los roles de genes individuales y sus productos
en la funcién inmune, propiciando el desarrollo de mejores abordajes terapéuticos basados

en los mecanismos inmunopatoldgicos de las distintas enfermedades.

Actualmente, el tiempo que se necesita para realizar un diagnéstico adecuado de
una inmunodeficiencia primaria varia entre 9 meses a 4,7 afios. Lo anterior, debido a que
las presentaciones clinicas de estos desordenes, en muchos casos se traslapan entre si, con
fenotipos y sintomas semejantes, 0 bien son presentaciones clinicas muy atipicas. Es por
esto, que en algunos casos se realizan intervenciones tardias o inadecuadas lo cual implica

severas consecuencias para los pacientes tanto en el deterioro fisico como psicologico.

La deteccion de una variante patogenica asociada a algin desorden inmune
primario, en pacientes con un fenotipo congruente, permite determinar un diagnostico
molecular definitivo, el cual en muchos casos se logra establecer incluso antes del inicio de
los sintomas y signos caracteristicos como las infecciones recurrentes, que constantemente
ponen en riesgo a los pacientes y son potencialmente fatales. Con un diagnéstico temprano
se puede realizar una intervencion oportuna capaz de corregir el defecto detectado, como el
trasplante de medula 6sea y para algunos casos otras alternativas terapéuticas mas precisas,
basadas en la modificacion de la via de sefializacion en la que esta involucrado el producto

del gen mutado, lo cual es s6lo posible conociendo cual es la variante implicada.

Los tratamientos incluso pueden ser diferentes para una misma enfermedad
dependiendo de la variante que tenga el paciente y por ende pueden ser mas dirigidos. Lo
anterior, puede implicar un desenlace distinto en el curso de la enfermedad y la sobrevida
del paciente. El diagndstico molecular puede ofrecer informacién que pronostique la
severidad de la enfermedad en determinados casos y la posibilidad de brindar

asesoramiento genético a los familiares.
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En el presente trabajo, se pretende realizar una revision sistematica del estado
actual del diagndstico molecular en inmunodeficiencias primarias. Asimismo, se pretende
comprobar que las técnicas moleculares permiten disminuir significativamente el tiempo
que toma llegar a un diagndstico certero y por consiguiente a la determinacion de una
estrategia terapéutica y un manejo mas adecuado para el paciente, lo cual genera un gran
impacto en el desenlace de su enfermedad, su expectativa de vida y la calidad de esta.
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2.2 Problema de investigacion

Descripcion  del diagnéstico molecular en pacientes pediatricos con
inmunodeficiencias primarias en Costa Rica, para una intervencion clinica

temprana.

2.3 Objetivo General

Describir el estado actual del diagndstico molecular como herramienta diagndstica,
que permite pronosticar y llevar a cabo el abordaje terapéutico temprano, en

pacientes pediatricos con inmunodeficiencias primarias en Costa Rica.

2.4 Objetivos Especificos

2.4.1 Describir las técnicas moleculares mas utilizadas actualmente para
realizar el diagndstico de inmunodeficiencias primarias.

2.4.2 ldentificar las principales inmunodeficiencias primarias que se
reportan en pacientes pediatricos en Costa Rica.

2.4.3 Analizar el efecto de las principales variantes patogenicas descritas

sobre el prondstico v la estrategia terapéutica a desarrollar.
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3. Marco Metodoldgico

Tipo de estudio
Revision bibliografica de la literatura.

Criterios de inclusion

Articulos en los idiomas espafiol e inglés. Ademéas se inclyeron revisiones
sistematicas, meta analisis, revisiones de la literatura, tesis doctorales, libros de texto y
comunicaciones personales con expertos. Se revisaron articulos publicados a partir del

2005. Articulos basados en estudios en humanos.

Criterios de exclusién

Se excluyeron los articulos no revisados por pares y articulos no indexados.

Recoleccion de datos

Los articulos y datos utilizados para esta revision se extrajeron de las siguientes
bases de datos electronicas: MEDLINE a través de la interfaz PUBMED, EMBASE y
EBSCO, ScienceDirect y bases de datos especificas como LASID, OMIM, Human Gene
MutationDatabase, VARSOME yClinVar.

Metodologia

Se realizé una busqueda bibliografica en las bases de datos seleccionadas utilizando
las siguientes palabras clave: Inmunodeficiencia primaria, diagnostico molecular,
Secuenciacion de Nueva Generacion, Paneles de inmunodeficiencias.

Posteriormente, se procedid a leer los titulos y resimenes de los articulos y se
aplicaron los criterios de seleccion y exclusion establecidos para elegir los articulos que se
leyeron en su totalidad. Ademas, se sistematizaron utilizando el gestor de datos Mendeley

para organizar y categorizar por temas y subtemas los articulos. (Figura 2)

Andlisis de la informacion
Se realiz6 una sintesis de los aspectos que se consideren mas relevantes para la
investigacion. La informacion se organizé y se discutié para obtener conclusiones y

recomendaciones al respecto. (Figura 2)



Busqueda inicial en las
bases de datos (PubMed,
Embase, Science Direct)

utilizando las palabras clave.

Articulos identificados
potencialmente relevantes y
sometidos a criterios de
inclusion y exclusién

Exclusion de articulos que
no cumplan con los criterios
establecidos.

Articulos seleccionados para
una evaluacion del titulo y el
resumen

Registro de excluidos
después de filtracion por
titulo y resumen con los

motivos de exclusion

Articulos sometidos a una
revision de texto completo
para su elegibilidad

Registro de excluidos
después de filtracion por
texto completo con los
motivos de exclusion

Articulos incluidos en la
revision

Sistematizacion de los
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clasificacion con el gestor

Mendeley

Andlisis y sintesis de la
‘ informacion

Figura 2. Diagrama de flujo de la metodologia
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4. Técnicas moleculares utilizadas para el diagnostico de inmunodeficiencias

primarias

En el laboratorio clinico, la informacién de la secuencia de ADN (el orden de los
nucledtidos de una molécula de ADN) se usa de manera rutinaria para una variedad de
propositos, incluida la identificacion de haplotipos humanos, la designacion de
polimorfismos y la deteccion de variantes genéticas (Buckinham, 2019).

Existen multiples opciones disponibles para el diagnostico genético, dependiendo del
tipo de variacion que se quiera identificar, cada una con sus ventajas y limitaciones
especificas. Las técnicas moleculares mas utilizadas a nivel clinico son la secuenciacion de
Sanger o de primera generacion, el MLPA y mas recientemente la secuenciacion masiva, o

de segunda generacion, con cada una de sus variaciones (Chinn et al., 2019).

Ahora bien, la determinacion directa del orden de nucledtidos, o secuencia, de una
molécula de ADN es el método més especifico y directo de identificar variantes genéticas,
especialmente aquellas que cambian en uno o pocos nucleétidos. Uno de los métodos
desarrollados mas utilizados para lo anterior es la secuenciacion de Sanger (Buckinham,
2019).

4.1 Secuenciacion de Sanger

Fue desarrollada por Frederick Sanger a finales de la década de los 70 (Sanger,
1977). Hasta hace poco tiempo, con el advenimiento de nuevas técnicas de secuenciacion,
esta era la Unica técnica disponible para detectar mutaciones puntuales como el cambio de
un nucleotido o pequerias deleciones o inserciones (INDELS). No obstante, es considerada
la técnica estandar de oro por su alta sensibilidad y especificidad (Chinnet al., 2019). La
técnica se basa en la utilizacion de dideoxinucleotidos (ddNTPs), nucleétidos con una
modificacion quimica en la desoxirribosa donde se sustituye el 3" -OH para detener la
sintesis de la cadena de ADN (Sanger, 1977).

En primera instancia, para la reaccion de secuenciacion se utiliza un cebador
especifico que se une a la regidn genética de interés y, en presencia de los 4 nucleotidos
(dNTPs) necesarios para la construccion del ADN, los ddNTPs y la ADN polimerasa, se
extiende el cebador utilizando la cadena de ADN existente del paciente como plantilla. La
creacién de esta cadena complementaria se detiene cuando se incorporan ddNTPs

marcados con colorantes fluorescentes. Lo anterior, crea fragmentos de ADN de longitud
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variada que se pueden usar para leer la secuencia de ADN, utilizando un equipo de
electroforesis capilar que separa los fragmentos de acuerdo al peso molecular, acoplado a
un laser que va a excitar y detectar los fluorocromos de los ddNTPs. Posteriormente, se
analizan los datos de la secuencia obtenida y se compara con una secuencia de referencia
(Heimall, 2019).

4.2 MLPA (Multiplex Ligand Probe Assay)

Existen variantes que generan cambios en el ADN de més de 50 pb, conocidas
como Vvariantes estructurales y, a su vez, pueden ser variantes copia neutral, por ejemplo,
una inversién; o variantes del namero de copia (CNV, por sus siglas en inglés) definidas
como variantes en el nimero de copias de regiones mayores de 1 kb de ADN, que
muestran diferencias respecto al namero de copias en la poblacién normal, es decir,
grandes pérdidas o ganancias de una region de ADN que alteran el estado diploide (Chinn
et al., 2019). Para la deteccion de estos ultimos existe la técnica de MLPA.

La técnica de MLPA se basa en la hibridacion de conjuntos de sondas, cada una de
los cuales consta de dos mitades, con ADN gendmico. La primera mitad consiste en una
secuencia especifica complementaria a la secuencia de interés (20-30 nucleotidos)
flanqueada por una secuencia de cebador universal que puede generarse sintéticamente. La
otra mitad también tiene una secuencia especifica de la secuencia objetivo en un extremo
(25-43 nucledtidos) y una secuencia de cebador universal en el otro, peroademas, tiene un
fragmento aleatorio de longitud variable entre (19-370 nucleétidos) para generar las
diferencias de tamafio necesarias en las sondas para permitir la resolucion electroforética

especifica (Sellner y Taylor, 2004).

Las dos mitades de la sonda estan disefiadas de tal manera que las secuencias
especificas de cada una se unen adyacente al ADN de interés y luego pueden unirse entre
ellas mediante el uso de una ligasa. Esto genera una sonda complementaria flanqueada por
cebadores universales que luego puede amplificarse por PCR, mientras que las mitades de
sonda no unidas no pueden amplificarse. Las cantidades de sonda ligada producidas seran
proporcionales al nimero de copias de la secuencia objetivo, y después de la amplificacion
por PCR, se realiza un analisis del tamafio y cantidad de los fragmentos, que indican si

existe eliminacion o duplicacion de la secuencia (Sellner y Taylor, 2004).
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4.3 Secuenciacién masiva

La secuenciacion de ADN de alto rendimiento de nueva generacién (NGS) se
refiere a un grupo de plataformas de secuenciacion que procesan fragmentos de secuencias
de ADN derivadas de cebadores y utilizando el ADN del paciente como plantilla (Heimall,
2019). Por lo tanto, se pueden secuenciar millones o miles de millones de fragmentos de
ADN al mismo tiempo (Stranneheim y Wedell, 2016).

En primera instancia es necesario preparar y amplificar las librerias, es decir, las
regiones del genoma que se desean secuenciar. Existen distintas formas para la preparacion
de las librerias; una de ellas es la captura por hibridacion, en donde se digiere
aleatoriamente el ADN del paciente con enzimas de restriccion y se capturan los
fragmentos digeridos especificos que se desea secuenciar. La captura se realiza mediante
sondas complementarias a las regiones de interés, que pueden encontrarse en una solucion
liguida marcadas con biotina. Lo anterior, permite la captura con perlas magnéticas
acopladas con estreptavidina (Voelkerding, Dames y Durtschi, 2009). Todos los
fragmentos que se obtienen terminan en dos extremos comunes. Esto permite la posterior
amplificacion de los fragmentos utilizando cebadores comunes. Los cebadores tienen
ademas, una caracteristica importante: despues de la zona complementaria a los extremos
5"y 3", disponen de una secuencia denominada “Indice” que funciona como un codigo de
barras para identificar la muestra de cada paciente. Asimismo, disponen de otra secuencia
denominada ‘“adaptadores”, importantes para el proceso de secuenciacion, estos son
especificos del sistema de secuenciacion masiva a utilizar (Voelkerding, Dames y
Durtschi, 2009).

Los pasos subsecuentes son la amplificacion y secuenciacion de las librerias. La
amplificacion involucra una base sélida de amplificacion de los fragmentos de ADN para
producir una sefial fuerte y detectable necesaria para el paso de secuenciacion. Existen dos
plataformas principales disponibles para lo anterior: Illumina® y Thermo Fisher®
(Voelkerding, Dames y Durtschi, 2009). Ambos se basan en el principio de secuenciacion
por sintesis que implica la incorporacion de nucleétidos, dependientes de la ADN
polimerasa, en la cadena de ADN extendida sobre la base de amplificacion (Slatko,
Gardner y Ausubel, 2019).
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a) Sistema lllumina®:

La tecnologia de lllumina® se fundamenta en una técnica conocida como
"amplificacion en puente” en la que se utilizan moléculas de ADN de
aproximadamente 500 pb, con adaptadores ligados en cada extremo que sirven
como sustratos para las reacciones de amplificacion en el soporte sélido (celda de
flujo) que contiene secuencias de oligonucledtidos complementarias a los
adaptadores ligados. Los oligonucleétidos de la celda estan espaciados de manera
que el ADN al ser sometido a varios ciclos de amplificacion, crea "agrupaciones”
clonales o clusters queconstan de aproximadamente 1000 copias de cada fragmento
de oligonucleottidos. (https://www.illumina.com/techniques/sequencing/ngs-library-
prep/dna.html) Cada celda puede soportar millones de reacciones de grupos
paralelos. Durante las reacciones de sintesis, los nucleétidos correspondientes a
cada una de las cuatro bases, marcados con un terminador fluorescente reversible,
se incorporan y luego se detectan. Por lo tanto, la secuenciacion se basa en la
lectura Optica de la incorporacion de nucledtidos modificados mediante una ADN
polimerasa. Se incorpora un unico dNTP unido al terminador reversible marcado
con fluorescencia en la cadena de &cido nucleico durante cada ciclo de
secuenciacion, y se obtiene una imagen de la sefial fluorescente resultante. El
terminador y el tinte fluorescente se escinden del dNTP incorporado para permitir
que se agregue el siguiente dNTP marcado complementario. Las reacciones se
repiten durante 300 o mas ciclos (Slatko, Gardner y Ausubel, 2019).

Ademas, las plataformas Illumina® realizan secuenciacion de extremos
emparejados (paired-end), es decir, la secuenciacion se produce desde ambos
extremos de un fragmento de ADN, lo que genera datos de secuencia de alta
calidad con una alta cobertura en profundidad y un gran nimero de lecturas (Hu et
al., 2021).

La secuenciacion de Hlumina® permite utilizar gran variedad de protocolos
que incluyen secuenciacion de genoma completo, secuenciacion dirigida con
paneles especificos, exoma completo, metagendmica, secuenciacion de ARN y
métodos de metiloma. Los diferentes equipos de secuenciacion de Illumina®
proporcionan distintos niveles de rendimiento, algunos de sus modelos son el
MiniSeq, MiSeq, NextSeq, NovaSeq y HiSeq (Hu et al., 2021).


https://www.illumina.com/techniques/sequencing/ngs-library-prep/dna.html
https://www.illumina.com/techniques/sequencing/ngs-library-prep/dna.html
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b) Sistema Thermo Fisher®:

Las reacciones de secuenciacion de lon Torrent ocurren en millones de
pozos que cubren un chip semiconductor que, a su vez, contiene millones de
pixeles que convierten la informacion quimica en informacion de secuenciacion
(Hu et al., 2021).

Los fragmentos de ADN se unen a una perla mediante secuencias
complementarias, posteriormente se amplifican en la perla mediante PCR en
emulsion. En este caso la mezcla de reaccion consiste en una emulsién agua en
aceite creada para encapsular los complejos entre el ADN vy las perlascubiertas con
adaptadores complementarios, los desoxinucleétidos (ANTP), cebadores y la ADN
polimerasa dentro de las micelas. Tras la emulsién, se lleva a cabo la
amplificacion.Este proceso permite que millones de perlas tengan, cada una,
multiples copias de una secuencia de ADN (Slatko, Gardner y Ausubel, 2019). A
continuacion, las perlas se hacen fluir a través del chip semiconductor lon Torrent
que consta de una camara de flujo y un sensor de pH complementario de
semiconductores de 6xido metalico (CMOS), ademas la camara de flujo contiene
pocillos de modo que se ubique una sola perla por pozo (Hu et al., 2021).
Posteriormente, los reactivos de secuenciacion fluyen a través de los pocillos v,
cuando se incorpora el nucleétido apropiado, se libera un ion hidrogeno y se
registra una sefial que es detectada por el sensor de pH CMOS (Slatko, Gardner y
Ausubel, 2019).

Una de las principales ventajas del sistema es que no se necesita camara,
fuente de luz ni escaner; la incorporacion de nucleotidos se convierte directamente
en voltaje que se registra directamente, acelerando enormemente el proceso. Esta
tecnologia cuenta con dos equipos el PGM y S5.
(https://www.thermofisher.com/cr/en/home/life-science/sequencing/next-

generation-sequencing.html)

Ahora bien, hay disponibles gran cantidad de opciones de ensayos de secuenciacion
masiva de alto rendimiento para diagndstico genético, incluidos los paneles de genes
dirigidos (TGP), la secuenciacion del exoma completo (WES) y la secuenciacion del
genoma completo (WGS), como se menciond anteriormente. Estos son eficaces para la

identificacion principalmente de variantes de un solo nucledtido (SNV) e
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inserciones/deleciones (indels). Sin embargo, cada opcion de prueba varia en cuanto a su
amplitud, complejidad del analisis de datos y limitaciones técnicas (Lee y Abraham, 2021).

= Paneles de genes dirigidos

Los paneles de genes dirigidos son un conjunto de objetivos genéticos
personalizables que cubren un grupo conocido de genes causantes de enfermedades. Estos
paneles pueden incluir exones asi como, algunas regiones intrénicas o regiones reguladoras
de importancia clinica conocida, que a menudo se excluyen de la secuenciacion del exoma
completo (Richardson et al., 2018). Debido a la mayor profundidad y cobertura de los
genes en estos paneles, muchos pueden detectar mosaicismo, deleciones y duplicaciones a
nivel de exdn (CNV pequefios). Ademas, la complejidad de analisis de datos es menor y
hay menor riesgo de hallazgos incidentales en comparacion con otras pruebas (Lee y
Abraham, 2021). Por consiguiente, se realiza una secuenciacion simultanea de multiples
genes para los que se han descrito variantes patogénicas y se conoce que estan asociados a
inmunodeficiencias primarias. Existen paneles mas especificos que contienen genes que
estan asociados a un solo tipo de inmunodeficiencia primaria o paneles que abarcan un

mayor numero de genes asociados mas tipos de IDPs (Chinn et al., 2019).

El Hospital Nacional de Nifios utiliza un panel de 200 genes, GeneSGKit de la
empresa Sistemas Gendmicos, asociado con las principales inmunodeficiencias primarias
descritas. Ademas, cuenta con un panel mayor de Illumina®, TruSightOne®, que contiene
3400 genes asociados a diferentes patologias, incluyendo genes asociados a

inmunodeficiencias primarias.
= Secuenciacién de exoma completo

La secuenciacién de exoma completo (WES, por sus siglas en inglés) se refiere a la
secuenciacion de las regiones codificantes de todos los genes conocidos que comprenden el
genoma completo (Richardson et al., 2018). Las plataformas existentes no son capaces de
secuenciar el 100% del exoma, WES cubre mas del 90% del exoma humano y la mayoria
(85%) de variantes patogénicas conocidas con respecto a las IDP (Chinn et al., 2019). La
cobertura de secuenciacion puede ser deficiente particularmente en regiones del genoma
con alto contenido de guanina-citosina (GC), que generalmente son mas zonas MAs
dificiles de secuenciar; areas con secuencias repetitivas, regiones de alta homologia o

regiones compartidas con pseudogenes (Lee y Abraham, 2021).
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La secuenciacion de exoma completo permite identificar variantes en genes
asociados con una presentacion clasica o atipica expandiendo asi el fenotipo de
determinado padecimiento, o puede identificar una variante genética que resulte en una

nueva asociacion gen-enfermedad (Lee y Abraham, 2021).
= Secuenciacion de genoma completo

La secuenciacién de genoma completo (WGS, por sus siglas en inglés) cubre todo
el espectro del ADN humano, incluidas las regiones codificantes y no codificantes. Ofrece
una cobertura genémica mas homogénea ya que no requiere PCR previa o enriquecimiento
de hibridacion. ElI nimero de copias y las variantes estructurales pueden evaluarse con
menos potencial de sesgo que con paneles o WES. Aunqgue la cobertura vertical es mas
homogénea, la profundidad de las lecturas obtenidas es la menor de las tres técnicas de
secuenciacion (Richardson et al., 2018).

El WGS es adecuado para la identificacion de rasgos mendelianos complejos, asi
como para fenotipos esporadicos causados por CNV de novo, variantes de un solo

nucleotido o Indels no descritas previamente (Chinn et al., 2019).

Actualmente solo hay unos pocos laboratorios clinicos en el mundo que ofrecen
WGS, debido al costo y la complejidad de los analisis de datos, lo que se puede atribuir a
la gran cantidad de informacion que se genera. Asimismo, con la inclusién de regiones no
codificantes del genoma, es mas probable que se identifiquen gran cantidad de variantes de
significado incierto lo cual puede representar todo un reto para el equipo medico y de
laboratorio con el fin de evaluar las variantes y determinar si son relevantes o no de

acuerdo al fenotipo del paciente (Lee y Abraham, 2021).
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Comparacion entre métodos moleculares utilizados para el diagnéstico de IDP

Cobertura

Ventajas

Limitaciones

Secuenciacion de  Un dnico gen o exones de

Alta sensibilidad (99%)
Relativamente bajo costo

No se detecta mosaicismo, CNVs, ni
variantes de porciones de genes no
incluidas

Se requiere de una sospecha diagnéstica

un gen Resultados obtenidos en poco
Sanger g _ definida
tiempo . o
Dependiente de sintesis de cebadores que
incluyan de region de interés
No se detectan variantes de nucledtido
Unico o INDELS
B Se requiere de una sospecha diagnéstica
Deteccién de CNVs o
. . B ) definida
MLPA Dependiente del kit Deteccion de ausencia total o de

heterogocidad

Se debe tener el kit especifico

Técnica puede ser afectada por
polimorfismos o mutaciones de un solo

nucleétido

Paneles de genes o
Multiples genes

Secuenciacion simultanea de
multiples genes

Adecuada  profundidad  de
cobertura

Se genera una cantidad de datos

No se detecta variantes en regiones no
codificantes, defectos en genes no
incluidos en panel

Requiere de una sospecha diagnostica

con NGS mas manejables para analisis . .
Se necesitan actualizar conforme van
Menor costo que WES y WGS . .
o aumentando el numero de variantes en
Menos posibilidad de hallazgos .
o genes descubiertos
incidentales
Se pueden inferir CNVs
No deteccion de variantes en regiones no
codificantes
Deteccion de nuevas variantes  Deteccion limitada de CNVs
., atogénicas en genes Hallazgos incidentales
Todo la region patod g g
WES . No hay limitacion de genesa Mayor costo que Sanger y paneles
codificante del genoma . . . ; .
secuenciar Se necesitan equipos mas complejos y
Menor costo que WGS caros
Menor cobertura vertical
Mayor tasa de error de secuenciacién
No deteccién de variantes en regiones no
codificantes
Deteccién de CNVs y variantes  Hallazgos incidentales
. estructurales Se necesitan equipos mas complejos
Todo el genoma, regiones auip plejos y
. Descubrimiento de nuevas caros
WGS codificantes y no

codificantes

variantes en genes que causen
enfermedad

Deteccién de mosaicismo

La cantidad de datos generados es dificil
de analizar

Requieren de mayor tiempo y costo
Menor cobertura vertical

Menor sensibilidad

Nota: Modificado de Chinn et al., 2019
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4.3.1 Andlisis bioinformatico

Posterior al proceso de secuenciacion, el andlisis de los resultados es el mismo para

todos los sistemas de secuenciacion masiva. Con las nuevas tecnologias han llegado los

desafios de la implementacion de técnicas de procesamiento y validacion para clasificar

conjuntos de datos cada vez mas grandes (Richardson et al., 2018). Es decir, se genera una

gran cantidad de informacion que hay que saber gestionar. En términos generales, se

realizan tres andlisis:

Analisis primario: el equipo genera un archivo donde se observa la secuencia de

nucledtidos y se aplican ciertos procedimientos de control de calidad como el
filtrado y depuracion de lecturas (Zhang, 2016). La informacién de la secuencia se
registra junto con los puntajes de calidad (valores Phred) y se almacena en un
formato FASTQ (Hu et al., 2021).

Analisis secundario: se alinea cada una de las secuencias obtenidas contra el

genoma humano (actualmente la version HG19) y se buscan las diferencias entre
ambos. En secuenciacion masiva el archivo donde se alinean las secuencias contra
el genoma de referencia se almacena en un formato de alineacion/mapa binario
(archivo BAM). Las alineaciones se pueden ver utilizando un software de libre
acceso, como el visor de genoma interactivo (IGV) (Hu et al., 2021). Se determinan
cada una de las diferencias encontradas entre la secuencia blanco y la secuencia de
referencia (Zhang, 2016). Los datos de variacion de secuencia se almacenan en un
formato de determinacion de variante (VCF, variant call format) (Hu et al., 2021).
Un indicador de calidad para la evaluacion en esta etapa es la profundidad y la
amplitud de la cobertura, que incluye el nimero de veces que se secuencia una base
y el porcentaje del genoma de referencia cubierto, respectivamente.

Anaélisis terciario: consiste en determinar el significado clinico que tienen esas

diferencias/variaciones (Zhang, 2016). A pesar de los avances en la tecnologia
informética, este proceso aun requiere experiencia clinica y juicio y no se puede
automatizar en este momento. La evaluacion de la patogenicidad de la variante se
vuelve critica para formular resultados clinicamente interpretables. La importancia
clinica de una variante genética puede ser dificil de interpretar, asimismo, las
pruebas moleculares pueden aumentar la complejidad de confirmar un diagndstico
si la naturaleza de la variante no esta clara (Ameratunga et al., 2010). La forma de

realizar este analisis terciario depende de su finalidad sea para investigacion o
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diagndstico; pero generalmente se siguen lineamientos y guias establecidas por el
Colegio Americano de Genética y Gendmica (ACMG) (Chinn et al., 2019).

4.4 Clasificacion de variantes

El ACMG ha desarrollado directrices para la determinacion de la patogenicidad de

variantes identificadas por medio de pruebas genéticas. En general, la clasificacion de

variantes se produce sobre la base de varios tipos de evidencia, incluidos los datos

poblacionales recopilados, pruebas funcionales, datos biolégicos previamente descritos,

datos de distribucién alélica y datos computacionales de prediccién basados en variantes.

(Chinn et al., 2019). A partir de estas evidencias es posible clasificar las variantes en

patogénicas, probablemente patogénicas, variantes de significado incierto, probablemente

benignas y benignas (Richardson et al., 2018).

Tabla 3.

Herramientas disponibles para la clasificacion de variantes genéticas

Herramientas

Evidencia

Ejemplos

Bases de datos poblacionales

Las pautas para la clasificacion de variantes incluyen

la frecuencia de la poblaciébn con criterios
patogénicos aplicables si una variante esta ausente o
presente con una frecuencia baja en la poblacion
(<5%)y los criterios benignos son aplicables para las
variantes observadas en un alelocon > 5.0% de

frecuencia.

Exome  Sequencing  Project
(ESP), 1000 Genomes Project
Consortium, Exome
Aggregation Consortium
(ExXAC),Genome  Aggregation

Database (gnomAD)

Herramientas de prediccion

in silico

Las pautas para la clasificacion de variantes utilizan
evidencia computacional para predecir el impacto,
dependiendo de la conservacién evolutiva del
nuclettido, la ubicacion dentro de la proteina y la
consecuencia bioquimica de la sustitucion de
aminoacidos. Estas herramientas para variantes de
cambio sentido predicen el impacto potencial en la

funcién de la proteina.

Sorting Intolerant from
Tolerant (SIFT), PolyPhen-2 y

MutationTaster

Bases de datos de
enfermedades, genes y

variantes especificas

Las bases de datos especificas de enfermedades
contienen informacién sobre la enfermedad y/o
variantes identificadas en individuos con la
enfermedad. Algunas bases de datos incluyen la
clasificacion de las variantes y la evidencia que lo

respalda

Online Mendelian Inheritance
in Man (OMIM), Human Gene
Mutation Database (HGMD),
ClinVar, Leiden Open Variation
Database (LOVD) y Varsome.

Nota: Adaptado de Lee y Abraham, 2021
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5. Inmunodeficiencias primarias en pacientes pediatricos en el Hospital Nacional de
Nifios

El estudio de inmunodeficiencias primarias en Costa Rica, por afios, ha sido
liderado por investigadores del Hospital de Nacional de Nifios, gran cantidad de pacientes
han sido estudiados y diagnosticados con defectos innatos en su sistema inmune en este
centro. Ademas, en la Gltima década el gran auge de las técnicas moleculares, y su
aplicacion en este centro, ha permitido realizar un diagndstico méas certero en muchos de

los casos.

A partir de los reportes de LASID de los ultimos afios (Padilla, Rosales y
Argumedo, 2013; Condino-Neto et al., 2015; Abolhassani et al., 2020), asi como la
experiencia brindada por el servicio de Inmunologia/Reumatologia y el laboratorio de
Inmunologia y Diagnostico Molecular del Hospital Nacional de Nifios, en el presente
trabajo se abordaron y profundizaron cuatro inmunodeficiencias primarias que engloban la
mayor cantidad de casos diagnosticados en este centro: la inmunodeficiencia combinada
severa (SCID); la agammaglobulinemia ligada al cromosoma X y el sindrome de hiper
IgM, ambos comprendidos dentro del espectro de inmunodeficiencias humorales; y la

Ataxia Telangiectasia que forma parte de las inmunodeficiencias sindromicas.

5.1 Inmunodeficiencia Combinada Severa (SCID)

Las inmunodeficiencias combinadas severas abarcan un heterogéneo grupo de
desordenes causados por defectos o ausencia de linfocitos T, con o sin ausencia de
linfocitos B y células NK; la mayoria por variaciones genéticas subyacentes, que generan
alteraciones en la inmunidad celular y humoral adaptativa (Picard, Moshous y Fischer,
2015)

La incidencia de SCID varia de 1 por cada 40 000 a 75 000 nacimientos (Kumrah et
al., 2020). A pesar de tener una apariencia saludable al nacimiento, conforme la inmunidad
otorgada por la madre va disminuyendo, graves infecciones de diversos microorganismos
pueden surgir en estos pacientes. Este grupo de padecimientos pertenece a las formas mas
graves de inmunodeficiencias primarias, con un alto grado de mortalidad si no es tratada a
tiempo (Cirillo et al., 2015).
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Durante el primer afio de vida de los pacientes con SCID se pueden presentar
manifestaciones clinicas asociadas al defecto propio del sistema inmune. Entre las
presentaciones mas comunes se encuentra el bajo peso, falla para progresar, infecciones
sinopulmonares y gastrointestinales, e incluso casos de enfermedad de injerto contra
huésped debido a la presencia de linfocitos maternos circulantes, asi como infecciones por
microorganismos oportunistas como Pneumocystis jirovecii y Candida sp. Ademas, el
examen fisico puede revelar la ausencia de tejido linfoide y de timo.

Existen distintas formas de clasificar este padecimiento. De acuerdo al Consorcio
de Tratamiento de Inmunodeficiencias Primarias, se puede clasificar como SCID tipica o
atipica (Griffith et al., 2016). La SCID tipica se caracteriza por un nimero inferior a 300
células/pL de linfocitos T con poca o nula funcién de esta célula. Ademas, se caracteriza
por la presencia de linfocitos T maternos circulantes. Por otro lado, la SCID atipica,
referida por algunos autores de manera coloquial como “Leaky SCID”, se describe con un
reducido namero de linfocitos T circulantes, pero mayor a 300 células/pL, ademas en estos
casos se documenta una disminucion de al menos el 30% de linfoproliferacion en ensayos
con fitohemaglutinina y ausencia de injerto materno (Stiehm y Sullivan, 2020). Otra
variante del SCID es el sindrome de Ommen con un fenotipo distinto de los otros SCID,
estd caracterizado por eritroderma generalizada, presencia de desregulacion de células T
activadas e infiltracion en distintos 6rganos, eosinofilia e hipogamaglobulinemia pero con

altos niveles de IgE (Del Monte, Schuetz y Notarangelo, 2018).

La forma méas convencional de catalogar estos trastornos es por el fenotipo
inmunoldgico relacionado. En primera instancia se clasifica segin la presencia de
linfocitos B en el paciente (T, B o T, B") y una subclasificacion basandose en la
presencia o ausencia de las células NK (Cirillo et al., 2015). Con base en esta clasificacion,
hasta hace unos afios se orientaba el estudio molecular hacia una alteracién genética
determinada, lo cual permitia inferir en donde se produce el bloqueo en las diferentes
etapas del proceso de diferenciacion de la inmunidad celular. No obstante, con las técnicas
moleculares mas modernas se han identificado variantes genéticas que producen fenotipos
clinicos e inmunolégicos muy peculiares, por lo que la clasificacion tradicional no siempre

permite inferir el genotipo.

A lo largo de los afios, pero especialmente en la Gltima década, multiples

alteraciones en distintos genes se han identificado como causantes de SCID. Estos



45

desordenes se han asociado a variantes en genes que codifican por receptores de
citoquinas, moléculas clave en la recombinacién V(D)J, necesaria para dar especificidad al
receptor del célula T (TCR) y B (BCR); enzimas asociadas al metabolismo celular,
reparacion de ADN, entre otros (Picard, Moshous y Fischer, 2015).

Asimismo, se han identificado variantes en los mismos genes que producen
fenotipos tipicos o atipicos de SCID. La mayoria de las variantes atipicas de SCID se
deben a mutaciones hipomérficas, que en contraste con las mutaciones nulas, codifican por
proteinas con funcién residual que resultan, en algunos casos, en un fenotipo menos severo
(Routes et al., 2014).

A la fecha y segun la ultima actualizacion de la 1UIS en 2020, existen 20 genes
descritos asociados a la inmunodeficiencia combinada severa, con distintos patrones de

herencia (Tangye et al., 2020) como se detalla en la tabla 4.

En el caso de Costa Rica, el ultimo reporte oficial SCID data del 2013, donde se
reportaron 28 casos diagnosticados de SCID entre 1980 y 2011. La mitad de los casos
diagnosticados eran nifias y habia consanguineidad en un 17,9% de las familias. La edad
promedio de diagnostico para estos pacientes fue de 3,7 meses. Los hallazgos clinicos mas
frecuentes en este grupo fueron candidiasis oral, diarrea cronica, bronconeumonias,

citopenias Yy falla para progresar (Padilla, Rosales y Argumedo, 2013).



Tabla 4

Genes asociados a la inmunodeficiencia combinada severa

Inmunofenotipo

Enfermedad Gen afectado Herencia , , OoMIM?
mas comun
Deficiencia de la IL2RG Ligada al X (T", B*, NK) #300400
cadena comdn
gamma delta
Autosémica o i
Deficiencia de JAK3 JAK3 recesiva (T", BY, NK) #600173
Deficiencia de IL7R« Autosomica (T", B*, NK*) #146661
recesiva
IL7Ro
Autosémica S N
Deficiencia de CD45 PTPRC recesiva (T", BY, NKY) #151460
Autosémica
D3D . T, B*, NK* #1867
Deficiencia de CD38 D3 recesiva (T, B, ) 86790
Autosémica s N
Deficiencia de CD3¢ CD3E recesiva (T", B, NKY) #186830
Autosémica s N
Deficiencia de CD3¢& cbaz recesiva (T, B, NKT) #186780
Deficiencia de COROIA Autosomica (T-, B, NKY) #605000
) recesiva
coronina 1-A
Autosémica . N
Deficiencia de LAT LAT recesiva (T", B, NK7) #602354
Autosémica o . #179615,
Deficiencia de RAG RAG 1, RAG2 recesiva (T, B, NKY) #179616
Deficiencia de DCLREIC A‘;’;gzgirc;‘:a (T-, B, NKY) #605988
DCLREIC (Artemis)
Deficiencia de DNA PRKDC Autosomica (T-, B, NKY) #615966
recesiva
PKes
Deficiencia de NHEJI Al:ézzg?\:;ca (T, B, NK*) #611290
Cernunnos/XLF
Deficiencia de ADN LIG4 Autosomica (T-, B, NKY) #601837
; recesiva
ligasa IV
Def|C|enc.|a de ADA Autoso_mlca (T B, NK) 4608958
Adenosina recesiva
deaminasa
Autosoémica o i
Defecto en AK2 AK2 recesiva (T, B’ NK) #103020
RAC2 AD GOF #602049

Defecto en RAC2

Nota: Adaptado de Tangye, S et al., (2020). *OMIM: Online Mendelian Inherited in Men.



47

En Costa Rica se han identificado variantes patogénicas en tres de los genes antes
mencionados. Los detalles en relacion con las alteraciones asi como los tipos de variantes

mayormente identificadas en los genes asociados se especifican a continuacion:
5.1.1 Inmunodeficiencia combinada ligada al X (OMIM #300400)

Es una de las formas mas comunes de SCID, alrededor del 50% de los casos se
debe a esta alteracion. Es causada por mutaciones en el gen IL2RG;localizado en el brazo
largo del cromosoma X (Xqg13.1). Este gen, constituido por 8 exones, codifica por la
cadena gamma comun (yc) del receptor de las citoquinas IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, e
IL-21.

Esta proteina cumple un papel critico como correceptor de las interleuquinas antes
mencionadas. A raiz de la cascada de sefializacion que desencadenan, activan moleculas
que son esenciales para la diferenciacion y el crecimiento de las células T y NK, de ahi el
perfil inmunologico anormal y el profundo defecto en la maduracion de dichas células
(Kumrah et al., 2020).

El dominio extracelular de la proteina esta codificado en los exones 1 al 5. En el
exon 5 se encuentra el motivo altamente conservado WSXWS (rico en cisteina, triptéfano
y serina), esencial en el plegamiento apropiado de la proteina y por ende necesario para un
adecuado transporte intracelular y unién al receptor. Por otro lado, el exon 6 codifica por la
porcion transmembrana de la proteina y los exones 7 y 8 por la region intracelular que se

asocia con la tirosinkinasa JAK3 (Lim et al., 2019).

p.Arg224
p.Arg226
p.Arg285
p.Arg289

Exon 1 " Exon2 | Exon3 SN Exond| Exon'5 "~ Exons Exon7 S ExonEl|

Intron 1 Intron 2 ntron 3 Intron 4 ntren 5 Intren & Intron 7

ILZRG

ntron B
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Figura 3. Elaboracién propia, informacién adaptada de Allenspach, Rawlings y

Scharenberg (2016). Estructura del gen IL2RG y puntos calientes mutacionales descritos.

Mas de 200 variantes patogénicas, que abarcan los ocho exones del gen, han sido
identificadas. Principalmente, cambios de un solo nucleétido (cambios de sentido o sin
sentido), pequefas inserciones, deleciones y cambios en sitios de empalme (splicing). Los
puntos calientes mutacionales o “hot spots” en IL2RG se han descrito en los codones
enp.Arg224, p.Arg226, p.Arg285 y p.Arg289 localizados en el exén 5 (Allenspach,
Rawlings y Scharenberg, 2016). Alrededor de un 29,4% de las variantes en el gen se
encuentran localizadas en el exon 5, mientras que un 19,9% se detectan en el exén 3
(Stiehm y Sullivan, 2020).

5.1.2 Deficiencia de Adenosina Deaminasa (OMIM #102700)

Es causada por variantes patogénicas en el gen ADA; localizado en el brazo largo
del cromosoma 20 (20g12-g13.1). Este gen, constituido por 12 exones, codifica por la
enzima adenosina deaminasa (ADA) fundamental en el metabolismo de las purinas.
(Stiehm y Sullivan, 2020) Esta enzima se localiza en el citoplasma de los eritrocitos y
linfocitos, y tiene la funcién de catalizar la deaminacion de la adenosina y deoxiadenosina
en el catabolismo de las purinas. En las células linfoides, ADA cumple una funcion
desintoxicante esencial, al eliminar la deoxiadenosina (dAdo) para prevenir la expansion
del grupo de deoxiadenosina trifosfato (dATP), que interfiere con la replicacion del ADN y

promueve la apoptosis (Hershfield, 2019).

A la fecha, existen 153 variables patogénicas o probablemente patogénicas
reportadas en la base de datos ClinVar, de las cuales la mayoria son variantes de cambio de

sentido, cambio de marco de lectura o cambios sin sentido (ClinVar, 2021).

Gran parte de estas variantes se han reportado en los exones 4, 5y 7, regiones que
codifican por el sitio activo y catalitico de la enzima. Asimismo, dependiendo de la
variante asi va a ser el efecto deletéreo sobre la proteina o la actividad enzimatica de la
misma (Kalman et al., 2004). Alrededor de la mitad de los pacientes que presentan
inmunodeficiencia presentan ausencia total de la actividad enzimatica de ADA, mientras

gue variantes que resultan en una baja o0 moderada actividad residual (menos del 6% de
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actividad) también han sido descritas en estos pacientes. Por otro lado, pacientes con
variantes que resultan en al menos un 10% de actividad enzimética se han identificado
como individuos saludables (Stiehm y Sullivan, 2020).

En general, la deficiencia de ADA puede generar un espectro fenotipico variable y
existe una correlacion entre el genotipo y fenotipo generado y por ende varias
clasificaciones clinicas como SCID de inicio temprano, de inicio tardio y deficiencia
parcial de ADA (Hershfield, 2019).

p.L107P p.E217K
p.G101S p.G216R
Exon2 —— Exan3 |— E;-:-i — Exons —— Exoné —— F_mn? }— Exon8 ——] Exon9 —— Exon10 Exon 11— Eson12 ——
ntron 2 Iniron 3 Iritran 4 Iriron nkron & Intron 7 nkramnd Infran 9 ritron 10 ntron 1 Tron 12
ADA

Figura 4. Elaboracion propia, informacion adaptada de Stiehm y Sullivan (2020).

Estructura del gen ADA y puntos calientes mutacionales descritos.

Multiples variantes de han asociado a la inmunodeficiencia combinada severa de
inicio temprano. Algunos de los “hot spots” descritos incluyen p.G20R, p.E217K y
p.G216R, ubicados en sitios criticos de la molécula (Stiehm y Sullivan, 2020). Por lo
general, los pacientes con este fenotipo son clinica e inmunolégicamente indistinguibles de

pacientes con otras formas de SCID clasica (Kumrah et al., 2020).

Por otro lado, maltiples variaciones en sitios de splicing y la variante en p.R211C
se han asociado con la forma de inicio tardio de SCID con alteraciones més leves de la
funcion inmune. En estos casos las anomalias inmunol6gicas son menos pronunciadas que
en la SCID vy el diagnostico suele ocurrir entre los 2 y 10 afios de edad; estos casos se

suelen catalogar como leaky SCID (Hershfield, 2019).

5.1.3 Disgenesia Reticular(OMIM #103020)

Esta patologia se desarrolla en presencia de variantes patogénicas en el gen AK2,

localizado en el brazo corto del cromosoma 1 (1p35), constituido por 9 exones. Este gen
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codifica por la enzima adenilato quinasa 2 (AK2) localizada en la mitocondria de
progenitores hematopoyéticos en la médula Osea; y es responsable de la fosforilacion
reversible entre nucledtidos trifosfatos y monofosfatos. La presencia de variantes
patogénicas en esta enzima genera un arresto en la diferenciacion de la linea mieloide y
linfoide (Hoenig et al., 2018).

La Disgenesia Reticular corresponde a un 2% del total de los casos de SCID. Tiene
la particularidad de que los pacientes con esta alteracion presentan una severa linfopenia y
neutropenia que los deja indefensos ante las infecciones por microorganismos oportunistas
(Cirillo et al., 2015) presentan, ademds, sordera neurosensorial. A la fecha, existen 60
variantes patogénicas o probablemente patogénicas reportadas en la base de datos ClinVar
(Clinvar, 2021). Los tipos de variantes abarcan cambios de un solo nucledtido (con

sentido y sin sentido), asi como deleciones a pequerfia y gran escala.

p.L183X
p-D163G |1 R1gec
PYIS2T | | yoaax
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 =TT —
Intron 1 Intron 2 ntron 3 Intran 4 ntron & Intron & Intron 7 Intron 8 Intron @
AKZ2

Figura 5. Elaboracion propia, informacién adaptada de ClinVar (2021). Estructura del gen

AK2 y algunas de sus variantes patogénicas descritas.

Todas las variantes sin sentido, ademas de las que afectan el coddn de inicio,
afectan residuos que muestran un alto grado de conservacion filogenética y que generan un

impacto en la actividad y funcién de la enzima (Hoenig et al., 2018).

5.2 Inmunodeficiencias humorales

Los defectos en la célula B son muy heterogeneos siendo asi que, de acuerdo al
punto en el desarrollo afectado, sera el fenotipo expresado. Por consiguiente, se puede dar
un amplio espectro de manifestaciones: desde la ausencia total de linfocitos B e

inmunoglobulinas, conocido como agammaglobulinemia, una deficiencia parcial de
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linfocitos B e inmunoglobulinas, o una deficiencia selectiva de anticuerpos con los demas

isotipos de inmunoglobulinas normales (Smith y Cunnigham-Rundles, 2019).

Las alteraciones que generan estos fenotipos pueden darse en distintos niveles de
diferenciacion, por ejemplo: en el receptor de la célula pre B (pre BCR), en proteinas de
sefializacion corriente debajo de la cascada de sefializacién como la tirosin quinasa de
Bruton (BTK) o la proteina enlazadora de células B (BLNK) que provocan un arresto en el
desarrollo en el estadio pre B. Por otro lado, defectos en proteinas reguladoras de
supervivencia como el receptor del activador de células B (BAFF-R) y la proteina 11 que
contiene el dominio de reclutamiento de caspasa (CARD11) interrumpen la maduracion y
la diferenciacion de células B transicionales a células B de zona marginal y foliculares
(Pieper, Grimbacher y Eiber, 2013).

Mientras que variantes en la sefializacion de TLR, correceptores antigenicos como
CD19 o en enzimas responsables en la recombinacion y cambio de clase de las
inmunoglobulinas afectan las subpoblaciones maduras como las células de memoria y

plasmaticas (Pieper, Grimbacher y Eiber, 2013).

Los defectos en la célula B a menudo se distinguen de otras inmunodeficiencias por
la edad de inicio de la enfermedad, usualmente después de los 6 meses hasta el primer afio
de vida cuando la proteccion otorgada por la madre se va aclarando, se destacan por la
severidad y el tipo de infecciones que presentan, frecuentemente por bacterias
encapsuladas y en tracto respiratorio y gastrointestinal (Smith y Cunnigham-Rundles,
2019).

Se pueden observar pardmetros de laboratorio especificos alterados, como la
disminucion o ausencia de inmunoglobulinas séricas y ausencia de respuesta humoral

después de retos vacunales (Aghamohamadi, et al., 2009).
5.2.1 Agammaglobulinemia

Se reportan aproximadamente 1 de cada 100 000 a 200 000 casos dependiendo de la
etnia y el defecto genético especifico. La herencia de la enfermedad se asocia con una
genética tanto recesiva como ligada al X (Smith y Cunnigham-Rundles, 2019). A la fecha
y segun la ultima actualizacién de la IUIS en 2020, existen 12 genes descritos asociados a
agammaglobulinemia como se observa en la tabla 5, siendo el gen BTK el responsable de

la mayoria de los casos (Tangye et al., 2020).



Tabla 5

Genes asociados a la agammaglobulinemia
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Enfermedad Gen Herencia Frecuencia OMIM
Deficiencia de .
BTK Ligado al X 85% #300300
BTK
Deficiencia de la Autosémica
IGHM ) 10% #147020
cadena pesada mu recesiva
Autosémica
Deficiencia de A5 IGLLI ) <1% #146770
recesiva
. Autosémica
Deficiencia de Iga CD79A . <1% #112205
recesiva
Autosémica
Deficiencia de Igf CD79B . <1% #147245
recesiva
Deficiencia de Autosémica
BLNK ] <1% #604515
BLNK recesiva
Deficiencia de Autosémica
PIK3CD ] <1% #602839
p1106 recesiva
o Autosémica
Deficiencia de p85 PIK3R1 . <1% #615214
recesiva
Deficiencia del o
Autosomica
factor de TCF3 . <1% #616941
L recesiva
transcripcion E47
Deficiencia del o
Autosomica
factor de TCF3 . <1% #147141
L dominante
transcripcion E47
Deficiencia de Autosoémica
SLC39A7 ] <1% #601416
ZIP7 recesiva
Sindrome de Autosdémica
TOP2B ) <1% #126431
Hoffman dominante

Nota: Adaptado de Tangye, S. et al., (2020) y Stiehm, ER. y Sullivan K. (2020)

En Costa Rica se han identificado variantes patogénicas en el gen BTK responsable

de la agammaglobulinemia ligada al X. Los detalles en relacion con la alteracion, asi como

los tipos de variantes mayormente identificadas en el gen se especifican a continuacion:
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5211 Agamaglobulinemia ligada al X (OMIM #300300)

Es causada por variantes en el gen BTK; localizado en el brazo largo del
cromosoma X (Xq20). Este gen esta constituido por 19 exones, de los cuales 18 codifican
por la tirosin quinasa de Bruton (BTK) (Stiehm y Sullivan, 2020). Esta proteina forma
parte de la familia de tirosin quinasas citoplasmaticas Tec y es expresada en todos los

estadios madurativos de la linea B, excepto en las células plasméticas.

La caracteristica principal de esta afeccion es la ausencia de células B circulantes,
con presencia de células pro B y pre B en médula dsea, lo que indica un bloqueo en este
punto especifico de la maduracion de la linea celular (Smith y Cunnigham-Rundles, 2019).

La tirosin quinasa de Bruton es primordial en la sefializacion corriente abajo del
receptor de celulas pre-B (pre BCR) y el receptor de células B (BCR), para continuar la
maduracion celular; el entrecruzamiento del pre BCR recluta la proteina BTK, que a su vez
activa a las proteinas adaptadoras y, posteriormente, a la fosfolipasa C-y. La fosfolipasa C-
y activada induce la proteina quinasa activada por mitdgenos, que activa factores de

transcripcion importantes en el desarrollo celular.

Como resultado del arresto madurativo menos del 2% de linfocitos B pueden llegar
a circular y los niveles de inmunoglobulinas son casi indetectables para todos los isotipos,
generando una respuesta humoral practicamente inexistente. Una deficiencia en esta
proteina conlleva una disminucién de los nddulos linfaticos y las amigdalas, usualmente
pobladas por linfocitos B (Stiehm y Sullivan, 2020). Estos pacientes presentan un conteo y

funcionalidad adecuados de células T.

La proteina BTK consiste en 5 dominios estructurales constituidos por el N-
terminal, el dominio de homologia de plekstrina (PH) con una extension de 120
aminodcidos; el dominio de homologia Tec (TH) de aproximadamente 60 residuos; ambos
codificados entre el exdn 2 y 8 del gen. EI dominio 3 de homologia Src (SH3) con 60
residuos aproximadamente codificado entre el exon 8 y el exon 9; el dominio 2 de
homologia Src (SH2) con 100 aminoacidos aproximadamente, se encuentra codificado del
exon 10 al exdn 12 y el dominio catalitico de quinasa de 280 residuos que se encuentra
codificado del exdn 13 al 19. La proteina en total tiene una extension de 659 aminoacidos
(Valiaho, Smith y Vihinen, 2006; Conley y Parolino, 1994).
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Se han reportado mas de 300 variantes patogénicas en los 5 dominios de gen BTK
causantes del XLA (Varsome, 2020). Dos tercios de las variantes patogénicas provocan
codones prematuros de parada, defectos en los sitios de splicing o cambios en los marcos
de lectura. Ademas, aproximadamente un tercio de estas variantes generan sustituciones de
aminodcidos (Ci, Smith y Bergl, 2020). Asimismo, varios autores han reportado variantes

patogeénicas intrénicas profundas (Kralovicova et al., 2011; Mohiuddin et al., 2013).

La mayoria de las variantes reportadas son de cambio de sentido, sin sentido y
delecciones. Las variantes se han reportado de manera casi uniforme a través de la
proteina, no obstante muchas de las variantes de cambio de sentido que generan la
enfermedad se encuentran dentro de los dominios PH, SH2 y quinasa. Se ha visto que se
suelen afectar los sitos CpG que generan residuos de arginina, el aminoacido con mas
variantes reportadas en este gen, un tercio de las sustituciones de aminoacidos reportadas
reemplazan la arginina, un cuarto de estas sustituciones generan codones de terminacion.
Los dinuclettidos CpG, que estan contenidos en cuatro de los seis codones de la arginina
(R487, R520, R525 y R544), son puntos calientes mutacionales o “hot spots” (Valiaho,
Smith y Vihinen, 2006).

p.R4BT
p.R520
p.R5Z3
p. 544

p.GA13
p.5623
p.L652

B—o > & =

IR T —IEEI— T — I — T —IET I —CTT—

Figura 6. Elaboracién propia, informacion adaptada de Valiaho, Smith y Vihinen (2006).

Estructura del gen y dominos de BTK vy sitios calientes mutacionales descritos.

Se han descrito al menos 18 residuos importantes tanto a nivel estructural como
funcional de la proteina: L408, G411, Q412, M450, H454, R487, E513, R520, R525 (este
residuo se encuentra en el motivo especifico de PTK y tiene un papel importante en el
reconocimiento del sustrato y la union de ATP), S543, R544, D549, K558, F574, S575,
N603, G613, S623 y L652 (variantes en este residuo rompen hélices a en el dominio C
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terminal). Ademés las variantes F540S, D521H, R525Q, V626G, F644S y C502W se
confirmaron experimentalmente en variaciones que inactivan BTK (Valiaho et al., 2015)

Ahora bien, en cuanto a la relacion fenotipo-genotipo existe una heterogeneidad
considerable en la clinica y el curso de los pacientes con XLA, ademas, globalmente no
existe una fuerte correlacién genotipo-fenotipo establecida. Sin embargo, se ha demostrado
que mutaciones especificas en BTK pueden influir en la gravedad de la enfermedad
(Teimourian, et al., 2008).

5.2.2 Defectos de recombinacion por cambio de clase (Sindrome
Hiper IgM)

Los defectos de recombinacion por cambio de clase de inmunoglobulina (CSR, por
sus siglas en inglés) son inmunodeficiencias primarias raras, con una frecuencia de
alrededor de 1 de cada 500 000 nacimientos. Se definen por la presencia de niveles de IgM
en suero elevado o normal y niveles séricos bajos o nulos de los isotipos cambiados (IgG,
IgA e IgE), de ahi el nombre anterior de la afeccion "Sindrome de hiper-lgM” (Stiehm y
Sullivan, 2020). Se han descrito formas de herencia recesiva, dominante y ligada al

cromosoma X de la enfermedad.

Por otro lado, variantes en genes involucrados en la sefializacion de células B,
cambio de isotipo de inmunoglobulinas, hipermutacion somatica y mecanismos de
reparacion del ADN se han visto implicadas en la presentacion del fenotipo “hiper IgM”
siendo CD40LG el gen responsable del 70% de los casos (Yazdani et al., 2019). Los mas

importantes se destacan en la tabla 6.



Tabla 6

56

Genes asociados a los defectos de recombinacion por cambio de clase de

inmunoglobulina

Enfermedad Gen Herencia Frecuencia OMIM
Deficiencia de .
) CD40LG Ligado al X 70% #300386
CD40 ligando
Deficiencia de Autosémica
CD40 ) <1% #109535
CD40 recesiva
S Autosomica
Deficiencia de AID AICDA . . 20% #605258/#605257
recesiva/dominante
Deficiencia de Autosémica
UNG . <1% #191525
UNG recesiva
Deficiencia de Autosémica
NFKB1 ] <1% #164011
NF«pB1 recesiva
Deficiencia de Autosémica
INOS8O . <1% #610169
INO80 recesiva
Deficiencia de Autosdémica
ATM ] <1% #208900
ATM recesiva
Deficiencia de Autosoémica
PMS2 ] <1% #600259
PMS2 recesiva
Deficiencia de Autosdémica
MSH6 ] <1% #600678
MSH®6 recesiva
Deficiencia de Autosdémica
MSH2 ) <1% #609309
MSH2 recesiva
Deficiencia de Autosdémica
RAG2 ] <1% #179616
RAG2 recesiva
Sindrome de
fosfatidil inositol 3 Autosdémica
] ] PIK3R1 ) ] <1% #171833
quinasa activado recesiva/dominante
(APDS)
Autosdémica
APDS PIK3CD ) ) <1% #602839
recesiva/dominanrte
Deficiencia de Autosdémica
ICOS ] <1% #604558
ICOS recesiva

Nota: Adaptado de Tangye, S. et al., (2020), Stiehm, ER. y Sullivan K., (2020) y Yazdani

Retal., (2019)
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La mayoria de las formas autosdmicas de sindrome hiper IgM se presentan como
una IDP humoral tipica; sin embargo, las formas ligadas al cromosoma X y autosdémicas
dominantes muestran un espectro de manifestaciones clinicas similares a los trastornos de

inmunodeficiencia combinada (YYazdani et al., 2019).

Las formas genéticas clésicas de los sindromes se clasifican, segin OMIM, como
tipos de hiper IgM del 1 al 5 de la siguiente manera: tipo 1 (OMIM # 308230) describe al
hiper IgM ligado al X consecuencia de variantes patogénicas en CD40LG, tipo 2 (OMIM #
605258) refiere al hiper IgM dado por variantes patogénicas autosomicas recesivas 0
dominantes en el gen AICDA, tipo 3 (OMIM # 606843) dado por variantes patogénicas
autosdmicas recesivas en el gen CD40 (Online Mendelian Inheritance Man, 2015).

Por otro lado, el hiper IgM tipo 4 (OMIM # 608184), dado como consecuencia de
un defecto selectivo en genes que codifican por factores especificos para la recombinacion
y cambio de isotipo, de la maquinaria de reparacion del ADN o en las sefiales de
supervivencia enviadas a las células B que pasaron por el proceso de hipermutacion
somatica y el tipo 5 (OMIM # 608106) dado por variantes patogénicas autosomicas

recesivas o dominantes en el gen UNG (Online Mendelian Inheritance in Man, 2015).

En Costa Rica se han identificado variantes patogénicas en tres de los genes
mencionados en la tabla 6, CD40LG responsable del hiper IgM ligada al X, AICDA y
PIK3CD. Los detalles en relacion con las alteraciones, asi como los tipos de variantes

mayormente identificadas en los genes se especifican a continuacion:

5.2.2.1 Deficiencia de CD40 ligando (OMIM #300386)

Es causada por variantes en el gen CD40LG; localizado en el brazo largo del
cromosoma X (Xg26.3). Este gen esta constituido por 5 exones, que codifican por la
proteina ligando de CD40 (CD40L) también conocido como CD154 (Stiehm y Sullivan,
2020). Esta proteina de 261 aminoacidos es expresada en células T CD4+ activadas. El
CDA40L es una proteina transmembrana tipo Il, miembro de la familia TNF con 3 dominios

asociados: el intracelular, transmembrana y el extracelular (Cabral-Marques et al., 2014).

El CD40L se une a su receptor CD40, que se expresa constitutivamente en los
linfocitos B, lo que permite que se produzca el cambio de isotipo de inmunoglobulina. Una

interaccion deficiente o nula entre CD40L/CD40 previene la formacion de centros
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germinales en los foliculos linfoides y por consiguiente, el cambio de clase. Ademas,
genera una hipermutacion somatica deficiente (De la Morena, 2016).

Al mismo tiempo, CD40L se une a CD40 en otras células inmunes como
macréfagos y células dendriticas, lo que permite su activacion. La interaccion
CD40L/CD40 es requerida para una respuesta celular completamente activada. En los
monocitos esta interaccion promueve la produccion de citoquinas proinflamatorias (Stiehm
y Sullivan, 2020).

La union de CD40L-CD40 también permite la activacion, posterior al
reconocimiento de antigenos, por parte de las células T y contribuye a una respuesta eficaz
en dichas células. Por ende, las variantes patogénicas en CD40LG puedan dar como

resultado un fenotipo clinico de inmunodeficiencia combinada (De la Morena, 2016).

Mas de la mitad de todos los pacientes con Hiper IgM ligado al X desarrollan
neutropenia. El analisis de la medula 6sea revela un bloqueo en la etapa de promielocitos a
mielocitos en estos pacientes, no obstante, el mecanismo por el cual ocurre lo anterior no
estd completamente dilucidado. Sin embargo, la activacion de CD40 de las células del
estroma de la médula Osea regula al alza la expresion de dos reguladores clave de la
granulopoyesis: el factor estimulante de colonias de granulociticas/ monociticas (GM-CSF)
y el factor estimulante de colonias de granulociticas (G-CSF), lo que podria explicar el

conteo disminuido de neutrofilos (Stiehm y Sullivan, 2020).

p.W140

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 | Exon5 |

Intron 1 Intron 2 Intron 3 Intron 4 Intron 5

C40LG

Figura 7. Elaboracién propia, informacion adaptada de Stiehm y Sullivan (2020).

Estructura del gen CD40LG v sitios calientes mutacionales descritos.
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Las variantes patogénicas observadas, hasta la fecha, estan distribuidas por todo el
gen CD40L, pero tienden a concentrarse en el exon 5 y 4 que codifican por el dominio
extracelular de la proteina, y que ademds, comparte el mayor grado de homologia con el

factor de necrosis tumoral a.(TNF-a) (Stiehm y Sullivan, 2020).

Se han reportado méas de 100 variantes patogenicas, incluidas sustituciones de un
solo nucleotido, truncamientos, deleciones en marco o fuera de marco de lectura, variantes
sin sentido, con cambio de sentido, y del sitio de empalme (splicing) entre pacientes con
hiper IgM ligada al X. Como se menciond, estas mutaciones afectan principalmente el
dominio extracelular, resultando en un plegamiento defectuoso de CD40L o previniendo la
union de CD40L con CD40 (Yazdani et al., 2019). Algunos de los puntos calientes
mutacionales reportados son W140 (Tsali, et al., 2015), IVS1+1 g>t, IVS3+1g>a/t, IVS4+1
g>c. C218,y T254 (Wang et al., 2014).

5.2.2.2 Deficiencia de CD40 (OMIM #109535)

Es causada por variantes en el gen CDA40; localizado en el brazo largo del
cromosoma 20 (20g12-g13.12). Este gen esta constituido por 9 exones que codifican por la
proteina CD40 (Stiehm y Sullivan, 2020). La proteina es miembro de la superfamilia de
receptores de TNF (Factor de Necrosis Tumoral). CD40 es un receptor de las células
presentadoras de antigenos, por lo tanto, se expresa en células B, monocitos, células
dendriticas, células endoteliales y células epiteliales; es esencial para mediar respuestas
inmunitarias e inflamatorias, incluido el cambio de clase de inmunoglobulina dependiente
de células T, el desarrollo de células B de memoria y la formacién de centros germinales

en los foliculos linfoides (Piirild, Valiaho y Vihinen, 2006).

La union de CD40 con su ligando induce la expresion de la enzima AID, crucial
para el cambio de isotipo y maduracion de la afinidad. Por consiguiente, en estos casos la
respuesta humoral a antigenos proteicos es dominada por anticuerpos de tipo IgM
“unswitched”, es decir, generados por células B extrafoliculares sin procesos de
hipermutacién somaética, seguido por cantidades muy limitadas de los otros isotipos
(‘Yazdani et al., 2019).

A la fecha existen pocos casos descritos en la literatura afectados con la deficiencia

de CD40 autosdémica recesiva, representa menos de un 1% de los casos de hiper IgM. Estos
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pacientes exhiben el mismo fenotipo grave que los pacientes con deficiencia de CD40L,
sin embargo, en este caso es la célula B la que no responden al estimulo de CD40L. Se han
reportado algunas variantes patogénicas que estan asociadas a un mal plegamiento de la
proteina lo que provoca que quede atrapada en el reticulo endoplasmico (De la Morena,
2016).

p.C37G p.C83R c257-2A>T| |p.A455T
p.I133del | |c.256+2T>C

—m— Exon 2 Exon 3 m Exon 5 Exon 6 Exon7 Exon 8 m

Intron 1 Intron 2 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 7 Intron 8 Intron 9

CD40
Figura 8. Elaboracion propia, informacion adaptada de Varsome (2020). Estructura del gen

CD40 vy variantes patogénicas descritas.

Existen 6 variantes patogénicas descritas en la base de datos VVarsome, a lo largo de
todo el gen CD40, 3 variantes son de cambio de sentido, una de cambio de marco de
lectura, 2 variantes en sitios de empalme y una de pérdida de coddén de terminacion,
localizadas en el exon 2, 3, 4 y 5 (Varsome, 2020). No existen descritos “puntos calientes”

mutacionales aun para este gen. Las variantes se detallan en la imagen 8.

5.2.2.3 Deficiencia de Citidina deaminasa activada
inducida (AID) (OMIM #605257/605258)

Es causada por variantes en el gen AICDA; localizado en el brazo corto del
cromosoma 12 (12p13.31). Este gen esta constituido por 5 exones, que codifican por la
proteina AID y se expresa Unicamente en los linfocitos B de centro germinal (Piirila,
Valiaho y Vihinen, 2006). Se han reportado casos debido a variantes recesivas y
dominantes. La forma autosdmica recesiva representa alrededor del 20% de los casos de
defectos de recombinacion de cambio de clase y es el segundo mas frecuente después de
CD40L (Stiehm y Sullivan, 2020).
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La AID tiene como funcion generar desoxiuracilos al desaminar la desoxicitosina
en las regiones de cambio en los genes de la cadena pesada de inmunoglobulina, durante la
recombinacion de cambio de clase. Posteriormente, la enzima UNG elimina los
desoxiuracilos del ADN, generados para provocar las roturas de la doble cadena durante el
cambio de isotipo de lg, para posteriormente iniciar la via de reparacion del ADN
(Yazdaniet al., 2019).

La deficiencia de AID por variantes bialelicas es caracterizada por niveles de IgM
en suero normales o elevados con ausencia de 1gG, IgA e IgE, lo que resulta en una
profunda susceptibilidad a las infecciones bacterianas. Hay una ausencia de recombinacién
para el cambio de clase de inmunoglobulinas, una deficiencia en el proceso de
hipermutacion somatica y una hiperplasia de los ganglios linfaticos causada por la
presencia de centros germinales gigantes (Piirild, Véliaho y Vihinen, 2006).

—{ Exon 1 I— Exon 2 }—1 Exon 3 —| Exon 4 }—‘ Exon 5 I—

Intron 1 Intron 2 S Intron 3 Intron 4 Intron 5

AICDA

p.W68*
p.WBOR
p.C87S
p.L106P
p.R112C

Figura 9. Elaboracion propia, informacion adaptada deVarsome (2020). Estructura del gen,

dominios y variantes patogénicas descritas de AICDA.

El gen que codifica la AID esta conformado por los dominios: NLS (del inglés Nuclear
localization signal), el dominio citidina deaminasa, el dominio similar a Apobec-1 vy el
dominio NES (del inglés Nuclear export signal) (Cabral-Marques et al., 2014). Hasta la
fecha se han reportado mayoritariamente variantes que provocan codones de terminacion

prematuros y deleciones, principalmente a nivel del exdn 3. Se han reportado variantes
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homocigoéticas de AICDA, responsables de la aparicion autosdémica recesiva. No se han

reportado sitios calientes mutacionales en este gen (Durandy et al., 2007).

Sin embargo, en el caso de las variantes heterocigotas en el gen AICDA, en los
pacientes con Hiper IgM heredado de forma autosdémica dominante, se ha encontrado que
la hipermutacion somatica no se ve afectada (Yazdani et al., 2019). Particularmente, se ha
reportado que las variantes ubicadas en el dominio C terminal de AID (variaciones en el
sitio de empalme del intr6n 4) conducen a una deficiencia de cambio de isotipo severa,
mientras que la hipermutacién somatica no se ve alterada (Stiehm y Sullivan, 2020).

5.2.2.4 Deficiencia de PIK3CD(OMIM #602839)

Es causada por variantes en el gen PIK3CD; localizado en el brazo corto del
cromosoma 1 (1p36.22). Este gen esta constituido por 22 exones, que codifican por la
subunidad p1108 de la enzima PI3Kd y se expresa en leucocitos (Crank et al., 2014). Las
fosfatidil inositol 3 quinasas (PI3K) son una familia de enzimas que participan en
funciones celulares como el crecimiento, proliferacion, diferenciacion y supervivencia
celular. Las PI3K constan de tres clases diferentes: PI3Ka, PI3KB y PI3K3d. Cada clase de
PI3K consta de 3 subunidades cataliticas y 5 subunidades reguladoras (Yazdani et al.,
2019).

La enzima PI3Kd consta de las subunidades cataliticas p110a, p110f y p1106
codificadas por PIK3CA, PIK3CB y PIK3CD respectivamente y las subunidades
reguladoras p85a, p55a, p50a, p85B, p55y. Se expresa en leucocitos y es activada por la
interaccion CD40 / CD40L directamente o mediante la GTPasa RAC, lo que aumenta la
generacion de especies reactivas de oxigeno y controla la expresion de CD40 (Crank et al.,
2014).

Recientemente, variantes heterocigoticas con herencia autosémica dominante, de
ganancia de funcion y que afectan principalmente a los dominios C2 y quinasa, en los
genes que codifican por la subunidad catalitica p1105 y reguladora p85a se han descrito
como responsables, respectivamente, del sindrome de PI3K-delta activado (APDS) y
Sindrome SHORT. Ambos se han asociado con el fenotipo hiper IgM (Yazdani et al.,
2019).

Los pacientes con APDS se describen con anomalias del compartimento de células

B que consisten en linfopenia leve de células B con aumento de células B de transicidn,
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disminucién de células B de memoria y defectos de recombinacion de cambio de clase. Se
han informado niveles elevados de IgM en la mayoria de los pacientes, mientras que los
niveles totales de 1gG e IgA pueden ser normales o marcadamente disminuidos (Jamee et
al., 2020).

PIK3CD

p.N334K| |p.C416R

p.E525K p.E1021K

Figura 10. Elaboracion propia, informacion adaptada de Varsome (2020). Estructura del

gen y dominios de PIK3CD 'y variantes patogénicas descritas.

A la fecha se han reportado en las bases de datos Varsome, ClinVar y UniProt, 20
variantes patogeénicas de las cuales 19 son variantes de cambio de sentido y 1 variante sin
sentido (Varsome, 2020). Las variantes N334K, C416R, E525K E1021K son las mas
comunmente reportadas como causantes de ganancia de funcion de p1109, la subunidad
catalitica de PI3Kd (Stiehm y Sullivan, 2020).

5.3 Ataxia Telangiectasia (OMIM #208900)

Esta patologia se desarrolla en presencia de variantes patogénicas en el gen ATM,
localizado en el brazo largo del cromosoma 11 (11922-23), esté constituido por 66 exones
y codifica por la proteina ATM (ataxia telangiectasia mutado). Dicha proteina se reporta de
forma ubicua en la mayoria de oOrganos humanos y tipos de células (detectado

principalmente en el nucleoplasma) (Amirinfar et al., 2019).

El gen ATM codifica por una protein quinasa de serina/treonina que pertenece a la
familia de las fosfatidilinositol 3-4 quinasas (Amirinfar et al., 2019). ATM activa la
sefializacién del punto de control sobre roturas de doble hebra, apoptosis y tensiones

genotoxicas como la radiacién ionizante; actuando asi como un sensor de dafio del ADN.
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Generalmente, un evento temprano durante la respuesta al dafio del ADN es la
monomerizacion y activacion de ATM, que conduce a la fosforilacién rapida de varias
proteinas involucradas en la reparacion del ADN, el punto de control del ciclo celular y la

transcripcion (Amirinfar et al., 2019).

La ataxia-telangiectasia (A-T) es una enfermedad autosémica recesiva, que se
manifiesta con neurodegeneracion progresiva, inmunodeficiencia, telangiectasias, alto
riesgo de cancer y envejecimiento prematuro. Especificamente, es caracterizada por ataxia
cerebelosa, lesiones telangiectdsicas en distintas regiones de la anatomia,
inmunodeficiencia, niveles séricos de 1gG e IgA disminuidos y una alta predisposicion a
malignidades por hipersensibilidad a la radiacion ionizante (Stiehm y Sullivan, 2020).

La enfermedad se manifiesta mas claramente entre los 3 y 5 afios de edad, con
dificultad para aprender a caminar y quienes ya caminan tienen tropiezos y caidas
frecuentes; posteriormente, se manifiestan las telangiectasias. El cuadro es progresivo en
cuanto al deterioro neuroldgico, llegando a postrar en cama al paciente en el inicio de la
adolescencia o requerir una silla de ruedas para su desplazamiento. La muerte se presenta

principalmente por complicaciones infecciosas broncopulmonares (Torres-Flores, 2011).

Existen reportes de alta frecuencia de A-T en algunos paises y se han asociado con
efectos fundadores. En América Latina, la A-T representa el 8,7% de las IDPs registradas.
Por otro lado, en Costa Rica, la ataxia telangiectasia es la inmunodeficiencia primaria mas
prevalente del pais (0,93 / 100.000 habitantes). El estudio de Matus y Porras (2011)
registré a lo largo de 10 afios, 75 casos de A-T, para una incidencia de 13.2 casos por
100.000 habitantes. En el estudio de Telatar et al. (1998) se report6 la existencia de un
efecto fundador en Costa Rica al estudiar 27 familias no relacionadas, con casos de A-T.
En la publicacidn se identificaron 4 variantes distintas que englobaban el 86% de los casos.

Las variantes se denominaron CRAT (Costa Rica Ataxia Telangiectasia) A, B, Cy D.
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IVS63del17kb
CRAT-B
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Figura 11. Elaboracion propia, informacion adaptada de Telatar et al. (1998). Estructura

del gen ATM y variantes patogénicas con efecto fundador en Costa Rica.

La variante CRAT-A se encuentra en el exon 39, es un cambio de nucle6tido de una
citosina por una timina (c.5908C>T) que crea una sefial de terminacién prematura en el
codén 1970 (p.GIn1970*), por lo tanto, resulta en un producto proteico ausente o
interrumpido. Esta variante se encontrd en un 56% de los participantes y es la mas comin

entre los pacientes con A-T (Telatar et al., 1998).

Por otra parte, la variante CRAT-B es una gran deleccion de un segmento 17 kb que
va desde la region L1 del intron 63 y termina mas alla de la region 3" UT (1VS63del17kb).

Esta variante se encontr6 en un 7,4% de los participantes (Telatar et al., 1998).

En cuanto a la variante CRAT-C se encuentra en el exon 52 y es un cambio de
nucleotido de una guanina por una adenina (c.7449G>A) esta variante crea un sitio aceptor
de splicing falso de modo que los ultimos 70 nucleotidos del exén 52 son eliminados,
iniciando en el coddn 2483 (p. Trp2483*), por lo tanto, resulta en un producto proteico

truncado. Esta variante se encontré en un 13% de los participantes (Telatar et al., 1998).

Asimismo, respecto a la variante CRAT-D esta se encuentra en el exdn 30 y es una
sustitucion de citosina por timina en la posicion 4507, (c.4507C>T); esto da como
resultado un coddn de terminacion (p.GIn1503*). Esta variante se encontroé en un 9,3% de

los participantes (Telatar et al., 1998).

Existen a la fecha 1712 variantes patogénicas reportadas en total en las bases de
datos ClinVar, UniProt y Varsome (Varsome, 2020) EIl espectro de variantes en ATM
incluye variantes en sitios de empalme, variantes sin sentido que causan codones de
terminacion prematuros y variantes de cambios de marco de lectura (Stiehm y Sullivan,
2020).
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6.1 Estrategias terapéuticas disponibles en inmunodeficiencias primarias

Historicamente los pacientes con errores innatos de la inmunidad han tenido a
disposicion una cantidad limitada de alternativas terapedticas, entre ellas se destacan: el
reemplazo de inmunoglobulinas, los esteroides, profilaxis antobidtica y el trasplante de

médula dsea.
= Gammaglobulina intravenosa

La terapia de reemplazo de inmunoglobulina (Ig) es el estandar de oro para el
tratamiento de muchas IDPs que afectan la produccion de anticuerpos (Canessa, 2019) y
fundamental en el soporte de inmunodeficiencias combinadas; ademas, en los ultimos
afios, su uso se ha expandido para incluir otros trastornos autoinmunitarios e inflamatorios
(Sriaroon y Ballow, 2015).

Las gammaglobulinas inespecificas humanas estdn compuestas de 1gG (mas del
95%) y pequefias cantidades de IgM e IgA y se derivan de grandes pooles de plasma de
miles de donantes. La terapia con gammaglobulina se administra con el fin de prevenir
infecciones bacterianas graves y complicaciones a largo plazo relacionadas con dichas
infecciones, especialmente afecciones pulmonares, en pacientes con deficiencias inmunes
(Reula y De Arriba, 2019). Particularmente, en pacientes con deficiencias significativas de
anticuerpos como agammaglobulinemia e inmunodeficiencia comdn variable, la 1gG de
reemplazo previene eficazmente la neumonia e infecciones severas. (Sriaroon y Ballow,
2015).

La gammaglobulina se puede administrar por via subcutanea o intravenosa. La
seleccion de la via de administracion debe basarse dependiendo de cada caso individual, el
estado clinico del paciente y otros factores (Sriaroon y Ballow, 2015). Dado que el
reemplazo de 1gG de por vida es la Unica terapia disponible para la mayoria de los
pacientes con deficiencias humorales, los clinicos deben realizar un historial completo e
identificar factores de riesgo antes de desarrollar un régimen de tratamiento (Sriaroon y
Ballow, 2015).

Ahora bien, a pesar de cumplir con la prevencion de complicaciones en estos
pacientes, aproximadamente un tercio de los pacientes que reciben inmunoglobulina
intravenosa (IglV) experimentan efectos adversos sistémicos durante o dentro de las 72

horas posteriores a las infusiones. Algunas de las manifestaciones pueden incluir fiebre,
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escalofrios, fatiga, malestar general, escalofrios, anorexia, dolor musculo esquelético,
mialgia, artralgia, hinchazén de las articulaciones, sintomas similares a los de la gripe,
reacciones anafilactoides o hipotermia (Sriaroon y Ballow, 2015). No obstante, la mayoria
de las reacciones son benignas y se pueden manejar facilmente, sin embargo, algunas

reacciones pueden ser mas graves o provocar complicaciones a largo plazo.
= Profilaxis antibiotica

Las infecciones invasivas bacterianas, fungicas, virales y micobacterianas conllevan
una alta morbilidad y mortalidad en los pacientes inmunodeprimidos, debido a esto se ha
dirigido un enorme esfuerzo a su prevencion. El uso de antibi6ticos, como terapia primaria
0 adjunta, ha sido critico para la supervivencia de los pacientes con inmunodeficiencias en

el altimo siglo (Marciano y Holland, 2017).

La profilaxis antibiotica ha transformado el desenlace clinico de muchas
inmunodeficiencias primarias como enla enfermedad granulomatosa cronica, deficiencias
de complemento, susceptibilidad mendeliana a micobacterias, el sindrome de Wiskott-
Aldrich, hiper-IgE. Ademas, ha sido un herramienta indispensable para la prevencion de
Pneumocystis jirovecii en pacientes con deficiencias de células T. Asimismo, en el caso de
las inmunodeficiencias primarias de anticuerpos, si bien la terapia de reemplazo con
gammaglobulina es primordial para el prondstico de estos pacientes, las infecciones siguen

siendo un problema frecuente al que se enfrentan (Marciano y Holland, 2017).

Se ha observado que el dafio estructural cronico en los pulmones que sufren los
pacientes con deficiencias humorales contribuyen a la recurrencia y persistencia de
infecciones del tracto respiratorio, a pesar del uso de gammaglobulina intravenosa. Aunque
no existen guias publicadas para el manejo de pacientes con deficiencia de anticuerpos y
bronquiectasias, el uso de profilaxis antibidtica es una préctica comun. Las terapias con
antibioticos Unicos o combinados y administrados de manera intermitente se utilizan

ampliamente en estos casos (Kuruvilla y Morena, 2013).

No obstante, una preocupacion constante con el uso a largo plazo de antibidticos es la
aparicion de patdgenos emergentes y mas virulentos, asi como el aumento de la resistencia
a los antimicrobianos entre la microbiota de las vias respiratorias. Por lo tanto, los
pacientes que reciben tal terapia deben ser monitoreados de cerca, y la terapia debe

suspenderse en ausencia de una mejoria manifiesta (Kuruvilla y Morena, 2013).
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e Trasplante de médula 6sea (TMO)

El TMO como opcion terapeltica para inmunodeficiencias primarias representa una
alternativa primordial para lograr la restitucion inmune en muchos pacientes. Obtener un
injerto robusto de células madre del donante en el receptor y la correccién del defecto
inmunoldgico subyacente suele ser el objetivo final del TMO. Asimismo, el TMO exitoso
logra prolongar y aumenta la calidad de vida de los pacientes con IDP al disminuir
drasticamente sus diversas complicaciones (Shamriz, 2019).

Ahora bien, antes de considerar el TMO como una opcién viable es importante
considerar ciertos aspectos fundamentales, tal como la inmunodeficiencia primaria que
afecta al paciente y propiamente los compartimentos celulares afectados. Las IDPs por
defectos en el compartimento linfohematopoyético son las candidatas ideales para dicho
abordaje. EI TMO es la primera opcion en algunos casos de SCID, ciertos sindromes bien
definidos como el Wiskott-Aldrich y en los defectos de la fagocitosis (Abolhassani et al.,
2019).

Por otro lado, es poco probable que las anomalias inmunitarias debido a defectos en la
barrera epitelial timica estromal o gastrointestinal se corrijan mediante un TMO. Los
defectos a nivel de complemento también son un ejemplo de inmunodeficiencias que no
corrigen tras un trasplante de médula ésea, pues muchos factores asi como sus proteinas

reguladoras son sintetizados a nivel hepéatico (Shamriz, 2019).

Ademas, es importante tomar en cuenta el estado de la enfermedad en el paciente. Un
control agresivo de infecciones, presencia de autoinmunidad, hiperinflamacion y la
optimizacion del nivel sérico de 1gG mediante el reemplazo de inmunoglobulinas son clave
(Shamriz, 2019). EI prondstico es mejor en pacientes libres de infeccion y cuando el
trasplante se realiza lo antes posible, pues se ha demostrado que pacientes de IDP
trasplantados antes de los 3 meses de edad comparados con pacientes mayores tienen

mejores resultados (Abolhassani et al., 2019).

Conjuntamente, el grado de histocompatibilidad también influye, siendo mas idoneos
los idénticos. El trasplante puede ser de donante idéntico emparentado, donante idéntico no

emparentado y haploidéntico emparentado (Reula y De Arriba, 2019).



70

6.2 Otras alternativas terapéuticas segun el diagnostico genético

En la era moderna, con el avance en técnicas diagndsticas y terapedticas, el manejo de
pacientes con inmunodeficiencias primarias se presenta con gran cantidad de retos y
oportunidades para la comunidad clinica. A raiz de lo anterior, surge un nuevo concepto en
el campo de las IDPs, la medicina de precision. Bajo este concepto se busca desarrollar
nuevas terapias para promover el manejo 6ptimo y especifico de acuerdo a cada alteracion

en pacientes con inmunodeficiencia primaria (Leiding y Ballow, 2018).

Por lo tanto, una ventaja importante del uso de pruebas genéticas en las IDP es la
capacidad de personalizar la terapia para un paciente en funcién de su forma genética
particular de enfermedad (Heimall, 2019). Debido a esto, han surgido alternativas muy
novedosas para algunas inmunodeficiencias primarias, por ejemplo la terapia génica, la
implantacion timica y las terapias inmunomoduladoras; dentro de las que se incluyen el
reemplazo enzimatico, la terapia de citoquinas e inhibidores de moléculas de sefializacion
(Vignesh y Rawat, 2016; Abraham y Butte, 2021).

e Terapia génica

El tratamiento de los trastornos hereditarios reemplazando o corrigiendo genes
defectuosos en las celulas somaticas de un paciente, se ha convertido en un objetivo de la
biomedicina durante al menos medio siglo, este tratamiento conocido como terapia génica
es una metodologia que aborda la insercion de material genético enun individuo para tratar
una enfermedad ya sea de forma directa (in vivo) o indirectamente, a través del uso de

células como vehiculo de liberacion (ex vivo) (Kuo y Kohn, 2021).

La terapia génica es una herramienta que se ha implementado recientemente con éxito
para tratar ciertas inmunodeficiencias primarias, principalmente en aquellos casos en que
los pacientes carecen de un donante adecuado para realizar un TMO o0 con ciertas

complicaciones que impiden dicha alternativa (Cicalese y Aiuti, 2015).

Se han realizado ensayos clinicos utilizando la terapia génica de manera exitosa para
tratar 6 inmunodeficiencias primarias: SCID por deficiencia de ADA (Aiuti, Roncarolo y
Naldini, 2017; Shaw et al., 2017), ARTEMIS (Punwani et al., 2017) y ligada al X
(Mamcarz et al., 2019); Wiskott-Aldrich (Morris et al., 2017), deficiencia de adhesién
leucocitaria tipo 1 (Almartza et al., 2019) y Enfermedad Granulomatosa Crénica ligada al
X (Kohn et al., 2020; Cicalese y Aiuti, 2015).
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Sin embargo, en algunos casos, la eficacia de la terapia génica se ha contrarrestado por
la aparicién de oncogeénesis insercional. Asimismo, la terapia génica no es una opcién
viable en muchos paises en vias de desarrollo por sus costos elevados y complejidad
(Cicalese y Aiuti, 2015). No obstante, hasta la fecha, mas de 150 pacientes con diversas
formas delDPs han sido tratados en todo el mundo mediante la terapia génica aut6loga.
Estudios mas recientes con tecnologias de vectores refinadas han demostrado excelentes
perfiles de seguridad y evidencia convincente del beneficio clinico en varias enfermedades
(Thrasher y Williams, 2017).

De la misma forma, un segundo enfoque importante de la terapia génica ha ido
surgiendo y es la aplicacion de la edicién dirigida al gen enddgeno, en lugar de adicion de
un gen exdgeno con un vector viral; aprovechando las vias naturales de reparacion del
ADN de las células. Esta modificacion del genoma especifico se facilita al inducir un corte
doble en las cadenas de ADN cerca de las secuencias que se van a editar (Kuo y Kohn,
2021). Una serie de "enzimas de disefio” que son endonucleasas especificas del sitio han
sido desarrolladas para la edicion génica, incluidas las nucleasas con dedos de zinc, las
nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcion y la proteina asociada a
repeticiones palindromicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas 9 (CRISPR-
Cas9, por sus siglas en inglés). Se estd desarrollando la edicion de genes para muchas
formas de IDPs, incluida la SCID ligada al X, por deficiencia de ADA, el Sindrome de
hiper-IgM ligado al cromosoma X, la agammaglobulinemia ligada al X, Ia

linfohistiocitosis hereditaria; entre otros (Kuo y Kohn, 2021).
e Reemplazo enzimatico

La terapia de reemplazo enziméatico como alternativa terapéutica para tratamiento de
SCID dada por deficiencia de ADA se ha descrito ampliamente y es una opcién para
pacientes en los que no se puede realizar un TMO ni terapia génica. EI reemplazo
enzimatico se lleva a cabo por medio del uso de ADA bovina modificada con
polietilenglicol (PEG-ADA) (Arrieta-Bolafios, 2010). La restauracién de las funciones

inmunitarias tiende a producirse entre 2 y 4 meses después del inicio del tratamiento.

Se ha observado que el reemplazo enzimatico logra reducir significativamente las tasas
de infeccion y la probabilidad de supervivencia a 20 afios, después de la terapia puede

llegar a ser de alrededor del 78% (Vignesh y Rawat, 2016). Sin embargo, los altos costos
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incurridos por el tratamiento con PEG-ADA son una barrera enorme para mantener la

terapia a largo plazo en los paises en desarrollo.
e Terapias inmunomoduladoras

Al identificarse los mecanismos moleculares detallados de varias IDPsse abre la
posibilidad de realizar ensayos clinicos utilizando agentes inmunomoduladores como
terapia de primera linea en diferentes IDPs. El uso de estos agentes modifica la inmunidad
disminuyendo o aumentando una respuesta inflamatoria particular; por lo tanto, estos

agentes tienen alcance para ser utilizados como terapias dirigidas (Vignesh y Rawat, 2016).

El uso de productos bioldgicos en la inmunodeficiencia esta evolucionando
rapidamente. Al determinar el mecanismo especifico de la enfermedad, es posible un
enfoque racional para la aplicacion de estos tratamientos en la inmunodeficiencia primaria.
Algunos ejemplos incluyen el bloqueo del receptor de IL-6 (tocilizumab) en el tratamiento
de STAT3-Ganancia de funcién, CTLA-4 recombinante (abatacept) en el tratamiento de
haploinsuficiencia de CTLA-4 y deficiencia de LRBA o inhibicion de la subunidad
catalitica p1105 (leniolisib) en el tratamiento de la disfuncion inmunitaria mediada por
PIK3CD-Ganancia de funcion (Heimall, 2019).

SCID Agammaglobulinemia Hiper IgM Ataxia
Telangiectasia
4 N\ 4 N\ 4 N\
eTrasplante de eTerapia de eTrasplante de eProfilaxis
médula 6sea reemplazo de médula 6sea antibidtica
eTerapia génica gammaglbulina eTerapia génica eTerapia de
eReemplazo eTrasplante de eProfilaxis reemplazo  con
enzimatico médula dsea antibidtica gammaglobulina
e Profilaxis eProfilaxis
antibidtica antibidtica
\, J \, J \, J \,

Figura 12. Opciones terapéuticas disponibles para las inmunodeficiencias descritas en el

capitulo 2.



73

6.2 Implicaciones pronosticas del diagnostico genético de inmunodeficiencias

primarias

Existen algunos factores comunes que afectan el prondstico general de un paciente
con una inmunodeficiencia primaria. Algunos de ellos son: la edad al momento del
diagnostico, presencia de infecciones, presencia de complicaciones no infecciosas como
enfermedad pulmonar, linfoproliferacion, enfermedad granulomatosa o complicaciones
autoinmunes, asi como la edad en el momento del abordaje terapéutico definitivo
seleccionado (Raje y Dinakar, 2015). Lo anterior puede contribuir en el desenlace y curso
que tendré determinada enfermedad en el paciente.

La genética también puede ayudar a pronosticar el resultado de la terapia de larga
duracion. Por ejemplo, en el caso de SCID, se ha tratado clasicamente con TMO,
independientemente del fenotipo (0 genotipo); sin embargo, existen claras diferencias en
los efectos a largo plazo del TMO para SCID que se ven afectados por el genotipo,
incluida la supervivencia, la durabilidad de la reconstitucion inmune de las células T y la

funcion de las células B (Heimall, 2019).

Se ha demostrado que los pacientes con SCID debido a defectos de RAG1 o RAG2
y de ADA tienen una peor reconstitucion de células T después del TMO en ausencia de
acondicionamiento previo al trasplante. Por otro lado, los pacientes con Artemis SCID
tienen mas probabilidades de tener retraso del crecimiento y otras toxicidades tardias con
la exposicion a regimenes de acondicionamiento basados en alquilantes. En comparacion,
los defectos del gen activador de la recombinasa (RAG) no parecen aumentar la
susceptibilidad al dafio del ADN después de la exposicion a agentes alquilantes como el

Busulfan y la radiacién ionizante (Heimall, 2019).
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Conclusiones

A pesar del significativo avance diagndstico y terapéutico de la Ultima década en el
campo de las inmunodeficiencias primarias, es importante continuar suscitando la
consciencia de la existencia de estas enfermedades mal Ilamadas enfermedades raras, pues
se ha visto un incremento en la prevalencia de muchas de estas, sin embargo, siguen siendo

numerosos los casos sub diagnosticados o con diagndstico tardio.

La poblacion en general, médicos y colaboradores de la salud deben estar
informados acerca de este tipo de padecimientos. Es fundamental que el personal clinico de
todos los niveles esté capacitado en inmunologia basica y clinica para lograr reconocer los
signos clasicos de estas entidades y levantar la sospecha clinica de manera temprana. Lo

anterior, represente un reto permanente en este campo.

Las implicaciones que puede tener el diagnostico genetico pueden ser muy
relevantes para lograr confirmar la etiologia, y en ciertos casos, es incluso esencial para

determinar y seleccionar el tratamiento adecuado.

No obstante, pueden existir casos en donde el diagnostico molecular no permite
dilucidar la causa, en estos casos no se deben dejar de lado los otros dos puntos esenciales
en este campo: 1) la presentacion clinica/fenotipo y 2) el diagndstico inmunologico
apoyado por pruebas que evalGan la funcion inmune. Este enfoque triple es primordial en
muchos escenarios, para lograr un abordaje apropiado de los pacientes con

inmunodeficiencias primarias.

AUn prevalecen grandes desafios para el diagndstico molecular, bajo ¢l modelo “un
gen:muchos fenotipos™, el ambito molecular enfrenta un gran reto para determinar los
defectos genéticos subyacentes, especialmente aquellos que presentan baja penetrancia

genética, fendmenos de mosaicismo, modificadores epigenéticos, ambientales o ambos.

Asimismo, aplicar la medicina de precision y los abordajes terapéuticos especificos
y necesarios de una forma estandar y accesible para todos representa el reto mas grande de

todos hoy en dia, especialmente para paises en vias de desarrollo como Costa Rica.
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