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RESUMEN

La enfermedad granulomatosa crénica cursa con un defecto en la fagocitosis; el defecto esta en la falta
de produccidn de radicales libres esenciales para la destruccién de los microorganismos. Existen dos
tipos de enfermedad granulomatosa crénica de acuerdo al patrén de herencia, éstos son: recesivo ligado
al X'y autosémico recesivo. El primero es el mas frecuente y grave. Existen diferentes técnicas para el
tamizaje de la enfermedad: todas tienen como fundamento medir la produccion de radicales libres de
oxigeno en neutrdfilos. La reduccion de nitroazul de tetrazolio y la técnica de 1,2,3 dihidrorodamina son
las mas usadas. La ultima tiene la ventaja de que ademas de servir como prueba de tamizaje es util para
la deteccion del tipo de patron de herencia y el quimerismo postrasplante. En este escrito describimos

la experiencia del uso de la dihidrorodamina en los pacientes con la enfermedad granulomatosa en el
Instituto Nacional de Pediatria en México.

Palabras clave: Enfermedad granulomatosa cronica, 1,2,3 dihidrorodamina y nitroazul de tetrazolio,
portadoras de enfermedad granulomatosa crénica.

ABSTRACT

Chronic granulomatous disease is a genetic defect in phagocytosis. There is an absence of reactive
oxygen species which are essential for the destruction of microorganisms. There are two types of chronic
granulomatous disease according to the inheritance pattern, the X-linked recessive and autosomal
recessive; the former is the most frequent and severe. There are different techniques for screening the
disease. They are based in measuring the production of reactive oxygen species in neutrophils. The
reduction of nitroblue tetrazolium and dihydrorhodamine 1,2,3 tecnique are widely used. The latter has
the advantage that in addition to be useful as an screening test, it is also useful for detecting the pattern
of inheritance and post-transplant chimerism. In this paper we describe the experience of using the
dihydrorhodamine in chronic granulomatous disease in Mexico.

Key words: Chronic granulomatous disease, dihydrorhodamine 1,2,3 NBT reduction,
carriers of chronic granulomatous disease.
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INTRODUCCION

Los pacientes con enfermedad granulomatosa crénica
(EGC) padecen infecciones bacterianas y fungicas recu-
rrentes. Dos tercios de los casos presentan como prime-
ras manifestaciones, infecciones, obstruccion o sangra-
do gastrointestinal y falla de medro.’

La neumonia es la infeccién mas comun en todas las
edades; los agentes infecciosos mas frecuentes son: Sta-
phylococcus aureus, Aspergillus sp., Burkholderia cepa-
cia, entre otras bacterias entéricas Gram negativas. Otras
infecciones que afectan a los pacientes son los abscesos
cutaneos, la linfadenitis, los abscesos hepaticos, la os-
teomielitis y los abscesos perirrectales. En los paises en
donde se aplica la vacuna de BCG (Bacillus Calmette-
Guérin) y en donde la tuberculosis es endémica, se re-
portan infecciones locales o sistémicas por el bacilo de
Calmette—Guérin y tuberculosis.

Existen dos patrones de herencia, los cuales son: el
recesivo ligado al X (LX) y el autésomico recesivo. La ma-
yoria de los casos se dan en los varones (80%), debido a
que el patrén de herencia que predomina es el ligado al X.2

Los pacientes con enfermedad granulomatosa crénica
generalmente inician con los sintomas antes de los dos
anos; sin embargo, aquellos casos con herencia autosémica
recesiva pueden debutar en etapas mas tardias de la vida.'

El tratamiento se basa en la erradicacion de las infec-
ciones; el drenaje quirdrgico es necesario para la cicatri-
zacion de los abscesos de diferentes sitios anatémicos.
El tratamiento profilactico con interferén gamma recom-
binante, trimetoprin-sulfametoxazol e itraconazol dismi-
nuye el riesgo de infecciones y mejora la supervivencia.
El unico tratamiento curativo es el trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas.*

En la enfermedad granulomatosa crénica (EGC)
existe una incapacidad de las células fagociticas del
paciente para matar una amplia gama de patégenos. El
defecto radica en la incapacidad de los fagocitos para
producir radicales libres de oxigeno (RLO). Los RLO
son producidos por la enzima NADPHoxidasa compues-
ta por cinco subunidades; éstas son: gp1°hox, p22prhox,
p40phox’ p47phox y p67phox_5

Los radicales libres de oxigeno son el superodxido y el
peroxido de oxigeno, pues ambos participan en la des-
truccion de los microorganismos. El Ultimo es catalizado
a acido hipocloroso por la mieloperoxidasa.’

TECNICAS DE DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD
GRANULOMATOSA CRONICA

El diagndstico de la enfermedad granulomatosa crénica
(EGC) se realiza a través de varias técnicas de laborato-
rio que tienen como fundamento evaluar la funcién de la
NADPHoxidasa a través de la medicion de la produccion
de superoéxido y de perdxido de hidrégeno.
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Las técnicas que miden el superdxido son: la reduc-
cioén de ferrocitocromo C, el nitroazul de tetrazolio, el
isoluminol y el lucinogenino. El peréxido de oxigeno se
cuantifica con 1,2,3 dihidrorodamina (DHR), 10-acetil-3,
7-dihidroxifenoxazina (resorufina) y el 5-amino-2, 3-dihi-
dro-1, 4-talazinadiona (luminol).'¢

TECNICA DE NITROAZUL DE TETRAZOLIO

En el ensayo in vitro en sangre total el O, reacciona con
nitroazul de tetrazolio y forma tetrazolio; esta reaccion es
evidenciada por un cambio de coloracion de azul a ama-
rillo, de forma que la ausencia de produccion de O, por la
NADPHoxidasa en la enfermedad granulomatosa crénica
(EGC) se manifiesta por la ausencia de cambio en la co-
loracién. Dado que el cambio de coloracion es detectado
por un observador a través de un microscopio, esta téc-
nica esta sujeta a un factor subjetivo, lo cual disminuye
tanto su sensibilidad como su especificidad.”

TECNICA DE 1,2,3 DIHIDRORODAMINA

Las pruebas fluorescentes se realizan por citometria de
flujo y miden la actividad funcional de miles de neutréfi-
los en un punto determinado en el tiempo. Los neutrdfi-
los in vitro se ponen en contacto con PMA y se agrega
un compuesto no fluorescente que, al interaccionar con
los radicales libres de oxigeno, se transforma en un com-
puesto fluorescente cuya emisidon es medida a través de
un citémetro. Esto ultimo implica que ésta sea una técni-
ca objetiva y mas sensible. Los fluorocromos utilizados
son la 2'7’ diclorofluoresceina (DCF), hidroetidina, 4 car-
boxidihidrotetrametilrosamina y la 1,2,3 dihidrorodamina.
La técnica 1,2,3 DHR es un cromdgeno permeable a la
membrana celular que ingresa a la célula en donde es
oxidado por el H,0,, el cual es producido durante el es-
tadillo respiratorio para formar asi 1,2,3 rodamina (molé-
cula fluorescente). Se ha comparado la sensibilidad entre
diferentes fluorocromos (DHR, DCF e hidroetidina) para
la deteccion de radicales libres de oxigeno en individuos
sanos; finalmente, se concluyé que la técnica 1,2,3 DHR
es el flourocromo mas sensible, ademas de ser el mas
utilizado para el diagnéstico de EGC.8°

TECNICA DE DHR COMO PRUEBA DE TAMIZAJE
EN CASOS SOSPECHOSOS DE EGC

Nuestra experiencia con el diagnostico de la enfermedad
granulomatosa crénica (EGC) a través de la reduccion
de nitroazul de tetrazolio (NBT) es la siguiente: hemos
observado a un paciente con cuadro clinico sugestivo
de EGC con un resultado normal de NBT; sin embargo,
debido a la persistencia de un cuadro clinico de EGC se
realizé la técnica 1,2,3 dihidrorodamina (DHR) con la que
confirmamos EGC (Figura 1). Ademas, tanto la DHR de



98 Blancas-Galicia L y cols. 1,2,3 dihidrorodamina, una técnica accesible y util en enfermedad granulomatosa

Vol. 22, Num. 3 * Septiembre-Diciembre 2013

la madre, como la de la abuela tenian un patrén bimodal
caracteristico de la forma LX. Otro caso nos fue referido
con diagnéstico de ECG por NBT y su cuadro clinico fue
de infecciones recurrentes severas que mejoraron con la
edad. El propdsito inicial fue detectar el estado de porta-
doras en los familiares femeninos; sin embargo, cuando
por protocolo realizamos primero la DHR en el paciente
observamos que el estudio fue normal en dos ocasiones:
ninguna de las mujeres que se estudiaron fue portadora.
Lo anterior confirma lo ya descrito previamente en la lite-
ratura, una menor sensibilidad y especificidad de la téc-
nica NBT cualitativa en comparacién con la técnica DHR,
dado que la DHR requiere un citémetro de flujo y la NBT
s6lo un microscopio. Esta ultima es, por tanto, la prueba
mas accesible para realizarse en los hospitales de aten-
cion primaria para tamizaje de EGC.8°

PATRON DE HERENCIA DETECTADO
A TRAVES DE DHR

Otra de las aplicaciones de la técnica 1,2,3 dihidroro-
damina (DHR) en la enfermedad granulomatosa crénica
(EGC) es la diferenciacion entre la formas recesiva liga-
da al X o autosémica recesiva. En las formas ligadas al X
los varones son los afectados y las mujeres las portado-
ras. En las formas autosdmicas recesivas, las mujeres y
los hombres pueden ser afectados y ambos padres son
portadores obligados. En las portadoras de EGC-LX, de-
bido al fenédmeno de ionizacidn existen dos poblaciones

de neutrodfilos, unos con produccion de radicales libres y
otros sin produccion de los mismos.® A través de la DHR
podemos observar en el histograma ambas poblaciones
y, en el mismo, se observa como patrén bimodal (Figura
2). Si tenemos un varén con EGC por DHR y su madre
tiene un patrén bimodal, podemos asegurar que se trata
de una EGC LX. Sitenemos un varén con ECG por DHR
y su madre no tiene un patréon bimodal, no podemos de-
terminar el patrén de herencia, ya que puede tratarse de
EGC-LX de novo o una EGC autosémica recesiva. He-
mos estudiado a los familiares femeninos de 33 varones
con EGC, en 26 familias (78%), detectamos al menos
una portadora, con lo cual pudimos concluir que en esas
26 familias, los varones tienen EGC-LX (investigacién
en proceso de publicacion).

Podemos también detectar de forma retrospectiva el
tipo de patron de herencia en las familias que tuvieron
algun varén que fallecié por EGC a través de la deteccion
de las portadoras y asi ofrecer asesoramiento genético.

Por su parte, una vez que detectamos a una madre
portadora es importante invitar al resto de familiares fe-
meninos para detectar otros posibles casos.

ASESORAMIENTO GENETICO Y SEGUIMIENTO
DE LAS PORTADORAS

Una vez que se detectan las portadoras es importante
ofrecerles asesoramiento genético e informarles del ma-
yor riesgo de padecer lupus discoide, ademas de que
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Figura 2. Observamos el tipico patron bimodal de una por-
tadora. El primer pico con un indice de oxidacion bajo (2.8)
en el 37.5% de los neutrdfilos analizados y el segundo pico
con un indice de oxidacion normal (38.2) en el 62.5% de
los neutrdfilos.

se puede revertir la poblacion sana de neutrdfilos, de
forma que ellas pueden presentar infecciones recurren-
tes y severas. En caso de que se presente esta situa-
cién es importante realizar nuevamente la técnica 1,2,3
dihidrorodamina (DHR) para observar el porcentaje de
neutrdfilos productores y no productores de H,O,. Noso-
tros hemos encontrado que en una familia con EGC-LX,
el hijo varén tiene EGC, la hermana menor es portadora
y la madre tiene ECG por inactivacion aleatoria del X, lo
que favorecid a la poblacién enferma, de forma que tie-
ne una minima poblacién de neutréfilos productores de
radicales libres e infecciones recurrentes desde los 15
anos. Este Ultimo punto nos muestra la importancia de
realizar, en todo caso sospechoso de EGC, la DHR, tan-
to en el caso clinico como en el estudio de la madre.'?

SEVERIDAD DE LA ENFERMEDAD
GRANULOMATOSA CRONICA A TRAVES DE DHR

En los centros hospitalarios en donde se tiene acceso
a estudios moleculares para la deteccion del gen afec-
tado, la técnica 1,2,3 dihidrorodamina (DHR) puede
ser Util para detectar la EGC-LX; ésta tiene una mayor
mortalidad asociada con infecciones severas como As-
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pergillus sp. Por esta razén es importante, una vez de-
tectados, considerar el trasplante temprano de células
progenitoras hematopoyéticas (TCPH).

Evaluacion de quimerismo en los pacientes que reci-
ben trasplante de células progenitoras hematopoyéticas
a través de DHR

En los pacientes que han recibido un TCPH podemos
evaluar el quimerismo a través de DHR; esta técnica
nos muestra el porcentaje de neutrdfilos funcionales en
cuanto a la produccién de radicales libres.'®

CONCLUSION

La técnica de 1,2,3 dihidrorodamina en la enferme-
dad granulomatosa crénica tiene diferentes utilidades.
En el marco de tamizaje es una técnica mas sensible
y especifica de la prueba de reduccion de nitroazul de
tetrazolio, ademas puede utilizarse para determinar el
patrén de herencia en el 78% de los varones, asi como
determinar las portadoras de ECG-LX y el quimerismo
en pacientes que han recibido TCPH. En México, la Uni-
dad de Investigacion en Inmunodeficiencias es el primer
centro que utiliza la técnica de DHR en los pacientes y
portadoras de EGC.
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