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RESUMEN

La enfermedad granulomatosa crénica (EGC) es una inmunodeficiencia primaria (IDP) en la cual existe
una incapacidad de los fagocitos para producir radicales libres. Hay diversas técnicas de tamizaje,

una de las mas sensibles y especificas, ya descrita en la literatura, es la técnica 1-2-3 dihidrorodamina
(DHR). Previo a nuestro estudio y hasta donde es de nuestro conocimiento, esta ultima técnica no se
realizaba como prueba de tamizaje para EGC en México. El objetivo de este trabajo fue implementar

la DHR para el diagnéstico de EGC en diferentes hospitales de México. Se invitd a profesionales de

la salud de diferentes centros hospitalarios pediatricos, que diagnostican y tratan inmunodeficiencias
primarias en México a participar en la capacitacion de la DHR, considerando que contaran con la
infraestructura adecuada. Se capacitaron 28 profesionales de ocho hospitales. Actualmente todos los
centros estan procesando muestras con la DHR en posibles casos de EGC. Tres de los ocho centros ya
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tienen casos positivos de pacientes y portadoras de EGC. Existen IDP que no son detectadas aun con
la sospecha clinica, debido a que no hay acceso a pruebas diagnosticas, a pesar de que en un hospital
se cuente con el equipo y el personal competente. Nuestro modelo de trabajo es un ejemplo de cémo se
pueden mejorar el diagnodstico y tratamiento de las IDP al capacitar al personal con nuevas pruebas.

Palabras clave: Enfermedad granulomatosa cronica, dihidrorodamina, inmunodeficiencias primarias,
prueba de tamizaje, nitroazul de tetrazolio.

ABSTRACT

Chronic granulomatous disease (CGD) is a primary immunodeficiency (PID) in which there is an

inability of phagocytes to produce free radicals. There are several screening techniques, one of the
most sensitive and specific, already described in the literature is the 1,2-dihydrorhodamine (DHR)
technique. Prior to our study and to our knowledge this last technique was not performed as a screening
test for CGD in Mexico. The objective of this work was to implement the DHR for the diagnosis of CGD
in different hospitals in Mexico. Health professionals from different pediatric hospitals, who diagnose
and treat primary immunodeficiencies in Mexico were invited to participate in DHR technique training,
considering that they had the appropriate infrastructure. 28 professionals from eight hospitals were
trained. Currently all training centers are processing samples from CGD possible cases with DHR. Three
of the eight centers already have positive cases of CGD patients and female carriers. There are PID that
are not yet detected even the clinical suspicion, because there is not access to diagnostic tests, despite

having a competent hospital staff and equipment. Our work model is an example of how the diagnosis

and treatment of PIDs can be improved.

Key words: Chronic granulomatous disease, dihydrorhodamine, primary immunodeficiencies, screening

test, nitroblue tetrazolium.

INTRODUCCION

Las inmunodeficiencias primarias son un grupo de en-
fermedades genéticas que predisponen a mayor sus-
ceptibilidad a infecciones recurrentes y/o graves. La
ultima clasificacion de las inmunodeficiencias primarias
engloba a nueve diferentes grupos, entre ellos estan los
defectos de fagocitosis que incluye la enfermedad gra-
nulomatosa cronica (EGC).!

ENFERMEDAD GRANULOMATOSA CRONICA

La EGC se caracteriza clinicamente por una mayor sus-
ceptibilidad a padecer infecciones recurrentes y graves
por bacterias, hongos y micobacterias, ademas de un
estado de inflamacién anormal manifestado por autoin-
munidad, granulomas y sindrome hemofagocitico. Den-
tro de las infecciones més frecuentes estan la neumo-
nia, linfadenitis y abscesos en diferentes 6rganos. Los
agentes infecciosos mas frecuentes son: Staphylococ-
cus aureus, Burkholderia cepacia, Serratia marcescens,
Aspergillus spp y Nocardia spp.?

En la EGC existe una alteracién en el complejo en-
zimatico de la NADPH oxidasa, dicha enzima se en-
cuentra en varias células del sistema inmune como neu-
tréfilos, monocitos y linfocitos B. Cuando estas células
reciben un estimulo infeccioso, la enzima localizada en
las vesiculas fagociticas se activa y produce superoéxi-

do (O,), éste por accion de la superdxido dismutasa se
transforma en perdxido de hidrogeno (H,0,). Los nuevos
radicales libres generados en las vesiculas fagociticas,
interactuan con las diferentes moléculas que componen
a los agentes infecciosos para su destruccion y erradi-
cacion. La importancia de la NADPH oxidasa se hace
evidente en la EGC, enfermedad en la cual esta ausente
(Figura 1).2

Existen dos tipos de patron de herencia de la EGC. El
patron ligado al X (LX) que es el mas frecuente, 80% por
ciento de los casos en México, tiene afectada la subuni-
dad gp91phox de la NADPH oxidasa (codificada por el
gen CYBB).* El patrén autosémico recesivo se presenta
tanto en mujeres como en hombres, existe una altera-
cion en alguna de las subunidades p22phox, p47phox,
p67phox o p40phox.? El tratamiento incluye la profilaxis
con antimicrobianos y interferon gamma recombinante;
sin embargo, el unico tratamiento curativo es el tras-
plante de células progenitoras hematopoyéticas, el éxito
posterior al trasplante puede ser evaluado a través de la
técnica de DHR.®

DIAGNOSTICO DE EGC

El diagnostico de la EGC se realiza a través de diferentes
técnicas que cuantifican los radicales libres de oxigeno,
que se generan por la NADPH oxidasa y la supedxido
dismutasa. Las técnicas de laboratorio que miden el su-
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Figura 1. Se muestra complejo enzimatico NADPH oxidasa. Esta compuesto por las subunidades de membrana gp91phox

y p22phox, y las subunidades citosdlicas p40phox, p47phox y

p67phox. Posterior a un estimulo tanto las subunidades

citosdlicas como citoplasmaéticas se ensamblan para la produccion de superoxido. Los 5 genes que codifican cada una de
estas proteinas se pueden mutar, dando lugar a falta de erradicacion de ciertos microorganismos y falta en la regulacion de

la respuesta inflamatoria.

peroxido son la reduccion de ferrocitocromo C o el nitroa-
zul de tetrazoilo (NBT). El peroxido de oxigeno se cuan-
tifica con otras técnicas que utilizan citometria de flujo
como 1-2-3 dihidrorodamina, 2,7 diclorohidrofluoresceina
0 6G dihidrorodamina.®

La NBT se realiza de la siguiente manera, posterior a
la estimulacion in vitro de los neutrdfilos en una laminilla,
se genera en un individuo inmunocompetente superoxi-
do (O,), éste reacciona con NBT para formar formazan,
esta reaccion se hace evidente por un cambio de colora-
cion de amarillo a azul en los neutrdfilos al microscopio.
En la enfermedad granulomatosa cronica hay falta de
cambio de color. Una desventaja de la NBT cualitativa
es que depende de la experiencia que tenga el obser-
vador en identificar el cambio de color, lo cual puede
disminuir su sensibilidad y especificidad.”

Con el advenimiento de la citometria de flujo, la prue-
ba de NBT ha sido reemplazada por ensayos mas rapi-
dos, sensibles y multiparamétricos desde los afios 90;
un ejemplo sin las pruebas fluorescentes por citometria
de flujo que miden la actividad funcional de los neutrdfi-
los.® Los neutrdfilos in vitro se ponen en contacto con un

estimulo de la NADPH oxidasa como el forbol-12 mirista-
to-13 acetato, se agrega un compuesto no fluorescente
gue al interaccionar con los radicales libres de oxigeno
se transforma en un compuesto fluorescente, la emision
de fluorescencia se mide a través de una citometria de
flujo. Esto ultimo implica que la técnica sea mas objetiva
y sensible. Los fluorocromos que han sido utilizados son
1-2-3 dihidrorodamina, 2,7 diclorohidrofluoresceina o 6G
dihidrorodamina.®

La DHR es un cromdgeno permeable a la membrana
celular. Durante el estallido respiratorio reacciona con el
H,0, (peroxido de hidrégeno) para formar 1,2,3 rodamina,
una molécula fluorescente. En un sujeto sano podemos
cuantificar en el citometro un incremento en la intensidad
de fluorescencia media (IFM), posterior a un estimulo. Se
ha comparado la sensibilidad entre diferentes fluorocro-
mos (DHR, DCF e hidroetidina) para la deteccion de radi-
cales libres de oxigeno en individuos sanos; se concluy6
que la técnica 1,2,3 DHR es el flourocromo mas sensible
y es el mas utilizado para el diagnéstico de EGC.°

Hasta donde es de nuestro conocimiento, la prueba
gue se utilizaba en diferentes centros hospitalarios de
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México para el diagnostico de EGC, antes del afio 2013
era la NBT.

En nuestro pais existe un retraso en el diagnéstico
en las inmunodeficiencias primarias, incluyendo la EGC.
Algunas explicaciones son la falta de conocimiento por
parte de los médicos y de acceso a pruebas diagnésti-
cas en hospitales pediatricos.!®° Para mejorar esta pro-
blematica a nivel nacional disefiamos y desarrollamos
un proyecto de investigacion para el estudio molecu-
lar de la EGC. Uno de los logros de este proyecto fue
demostrar las ventajas de una prueba de tamizaje de
esta enfermedad a través de la DHR. El objetivo de este
trabajo fue implementar esta técnica de tamizaje (1-2-
3 dihidrorodamina), en diferentes hospitales pediatricos
que diagnostican y tratan inmunodeficiencias primarias.
Nos interesa también que cualquiera que tenga acceso
a este escrito pueda reproducir la técnica.

METODOS

Invitamos a médicos que diagnostican y tratan a pacien-
tes con inmunodeficiencias primarias de diferentes hos-
pitales en México, a participar en la capacitacién de los
quimicos en la técnica en sus laboratorios, tomando en
cuenta que contaran con un citémetro de flujo y el perso-
nal capacitado en su manejo.

Por un lado la capacitacion fue sobre las bases te6-
ricas y ventajas de la técnica, el desarrollo del método,
incluyendo la lectura de las muestras en el citbmetro de
flujo, el andlisis y la interpretacion de los resultados. Por
otro lado se dio seguimiento por via electrénica a los
problemas técnicos que pudieran surgir posterior a la
capacitacion.

REACTIVOS

1) 1-2-3 dihidrorodamina 5 mm de 1 mL DMSO (Life te-
chnologies, catalogo D23806). Hacer alicuotas de 2 L
(500 alicuotas). Almacenar a -20 °C. Usar una alicuota
por experimento. No volver a congelar en caso de te-
ner sobrante. 2) Phorbol 12-Myristate 13-acetate 5 mg
(PMA; promega, catalogo V117A). Preparacion de solu-
cion stock: agregar 5 mL de solucién DMSO (relacion 1
mg/mL). Hacer alicuotas de 2 pL (2,500 alicuotas) Alma-
cenar -20 °C. 3) BD FACS lysing solution 10 x 100 mL
(BD; catalogo 349202). 4) Tampén fosfato salino o PBS
1X (de sus siglas en inglés phospate buffered saline). 5)
Paraformaldehido al 1%.

RECOLECCION DE MUESTRA

Toma y manejo de muestras de sangre de paciente y
control: colectar 2 mL de sangre en tubos de heparina
sodio o heparina litio, procesar inmediatamente para
evitar la autofluorescencia generada en las células
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muertas. En caso de tener que procesar las muestras un
dia después, las muestras deben tomarse en un tubo de
ACD (marca BD; solution A blood collection tubes cata-
logo 364606). El control debe ser un sujeto sano mas-
culino, y se debe tomar al mismo tiempo que la muestra
del paciente. Cada ensayo debe realizarse imprescindi-
blemente con un control.

TECNICA

Cada una de las muestras a procesar requeriran tres tu-
bos para citometria. Rotular los tubos como tubo 1, tubo
2, tubo 3 del paciente y del testigo, debido a que cada
tubo tendrd diferentes condiciones. A cada uno de los tu-
bos 1, 2 y 3 tanto del paciente como del testigo agregar
50 pL de sangre. Agregar 6 pL de la mezcla de DHR a los
tubos 2 y 3 tanto del paciente como del control, (prepara-
cién: sacar del congelador de -20 °C una alicuota de 2 uL
de DHRy agregarle la cantidad de 78 uL de PBS1X, mez-
clar), incubar los tubos 1, 2 y 3 por cinco minutos a 37 °C,
(calor seco, estufa de cultivo o bafo Maria). Después de
agregar la DHR hay que evitar exponer a la luz los tubos
hasta finalizar la técnica, puede usar papel aluminio. Al
término de incubacion agregar a los tubos 3 del paciente
y del testigo 30 pL de PMA 1:100, (preparacion: sacar del
congelador de -20 °C una alicuota de 2 pL y reconstituir
con 198 pL de PBS al 1X), incubar los tubos 1, 2 y 3 del
paciente y del testigo 20-30 minutos a 37 °C. Al término
de la incubacién agregar 500 uL de solucion de lisis de
glébulos rojos 1X (previa dilucion, ya que la presentacion
comercial viene 10X), incubar 10 minutos en refrigerador
a 2 °C. Sacar de refrigerador y mezclar (vortex), lavar dos
veces agregando a cada tubo 1 mL de PBS 1X, centrifu-
gar a 750 rpm 5 minutos, al término decantar y fijar con
paraformaldehido al 1%. Se procede a leer inmediata-
mente en el citémetro de flujo (BD ARIA) 20, 000 eventos
totales, en canal de FL2 (488nm) (Figura 2).

El analisis de las muestras se realiz6 en Software BD
FACS DIVA, seleccionamos la regién de neutrdfilos, FSC
contra SSC, (Figura 3A) y graficamos un histograma
para calculo de la IFM de FL2 de cada tubo (Figura 3).

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Determinar el indice de oxidacién o estimulacion, el cual
refleja cuantas veces se incrementd la produccién de ro-
damina posterior al estimulo. Se calcula de la siguiente
manera: dividir el indice medio de fluorescencia del tubo
2 entre el indice medio de fluorescencia del tubo 3.

Un sujeto sano tiene una sola poblacién con un indi-
ce de estimulacion mayor de 30 (Figura 3B), los pacien-
tes con EGC tienen una sola poblacion con indice de
estimulacion menor a 5 (Figura 3C). Existen condiciones
en las cuales podemos observar un histograma bimodal
(Figura 3D), este patron refleja dos diferentes poblacio-
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Leer en citdmetro de flujo .
Figura 2.

Descripcion gréfica de la téc-
nica de 1-2-3 dihidrorodamina.
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Figura 3. A) Mostramos las diferentes regiones en una grafica de tamafio contra granularidad. Sobre el area de neu-
tréfilos se cuantifico la intensidad de fluorescencia media (IFM). En las siguientes figuras, B-D) Mostramos los histo-
gramas midiendo la IFM de la rodamina, a partir de los cuales se calcula el indice de oxidacion, B) Sujeto sano con un
indice de oxidacion de 69, C) Paciente con enfermedad granulomatosa cronica con un indice de oxidacion de 1, D) En
la madre del paciente observamos un patron bimodal: el primer pico con un indice de 5.8 y el segundo con 116. Ver

resto de explicacion en texto.
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nes de neutréfilos en cuanto al IMF, es decir una que
tiene un indice de estimulacion normal y otra anormal.

RESULTADOS

Hasta el momento la capacitacion se ha realizado en los
siguientes hospitales de México:

1) Hospital Central Militar, Ciudad de México.

2) Centro Médico Nacional siglo XXI, Ciudad de México.

3) Hospital Infantil de Especialidades de Chihuahua,
Chihuahua.

4) Centro Médico de Occidente, Hospital de especia-
lidades, Jalisco.

6) UMAE 25 IMSS, Nuevo Leodn.

7) Hospital del nifio y el adolescente del nifio More-
lense. Morelos.

8) Hospital para el nifio de Toluca. Estado de México.

Visitamos a cada uno de los ocho hospitales, sumi-
nistramos los reactivos para iniciar la técnica, adapta-
mos la técnica al equipo con que contaba cada uno de
los laboratorios, como placa de calor seco, bafio Maria o
estufa de CO, para 37 °C y tipo de citometro de flujo. En-
trenamos 28 profesionales de la salud. En cada lugar, el
primer dia realizamos la técnica en un sujeto sano, y en
un segundo dia en un sujeto con EGC asi como en una
mujer portadora de la forma LX. Dimos seguimiento por
via electrénica y telefonica de dudas al personal de ocho
de los centros entrenados, incluso en casos dudosos se
nos envio la muestra para corroborar el resultado. De
estos ocho centros, tres ya tienen casos positivos para
EGC y el resto estan procesando muestras de posibles
casos de EGC.

DISCUSION

En México no existen datos epidemiologicos de la EGC.
Un estudio retrospectivo descrito en una tesis del Institu-
to Nacional de Pediatria mostré que en 30 afios, (1970-
2004) se diagnosticaron 23 pacientes con EGC.** Como
producto de nuestro proyecto de investigacion para la
deteccion de la EGC, nosotros publicamos 33 nuevos
casos del 2010 al 2013.22 Este incremento se explica a
la par por una campaha de difusion de las inmunodefi-
ciencias primarias a médicos de primer contacto de todo
el pais por los médicos de la Unidad de Investigacion en
Inmunodeficiencias del Instituto Nacional de Pediatria y
la Fundacion Mexicana para nifias y nifios con inmuno-
deficiencias primarias (fumeni.org.mx).

Esta descrito en la literatura que la técnica de DHR
es mas sensible para el diagnostico de EGC en com-
paracién con la técnica de NBT. La mayor sensibilidad
radica en la objetividad de la prueba, la DHR se basa en
medir la intensidad fluorescencia media de la rodamina

en la poblacién de neutrdfilos (activados) por citometria
de flujo. Por otro lado el resultado de la NBT se basa en
medir un cambio de color en neutréfilos a través del mi-
croscopio, lo cual esta sujeto a la apreciacion subjetiva
del observador. Por nuestra parte algunos de los casos
gue estudiamos fueron referidos con un cuadro clinico
caracteristico de EGC con una prueba de NBT «nor-
mal»; sin embargo, al realizarles la DHR se corroboré
claramente el diagnostico de ECG.”

Otra ventaja de la DHR es su rapidez, nosotros la
realizamos en dos horas, desde el tiempo de la toma
de la muestra hasta el resultado posterior al analisis.
Ademas es relativamente econémica, el costo neto de la
prueba es de 5 ddélares USD.

Como ya se describi6 arriba, el resultado de la DHR
puede dar un histograma con patrén bimodal, puede ha-
ber varias situaciones en el cual se presente, como en
madres de pacientes con EGC LX. En tal caso el patrén
bimodal descubre el estado de portadora de EGC LX
y por tanto establece el tipo de herencia en el proban-
do. Esto se explica debido a que las mujeres portadoras
tiene dos genes CYBB, uno procedente de su madre,
y otro procedente del padre, un porcentaje de los neu-
trofilos expresara el gen de la madre (con la mutacion) y
otros el gen del padre (normal).?

Otra situacion clinica y molecular que da origen al
patrén bimodal son los pacientes varones con EGC LX
mosaicos. Aunque los varones expresan un solo gen
CYBB en el cromosoma X, estos pacientes sufren una
mutacion somatica en el periodo embrionario, dando lu-
gar a dos poblaciones de neutrdéfilos: una que produce
radicales libres y otra que no.:

La EGC LX y autosémica recesiva son enfermeda-
des genéticas. En México el unico tratamiento potencial-
mente curativo es el trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas (TCPH). La técnica de DHR posterior
al dia 14-20 de la infusion de las células progenitoras
hematopoyéticas, nos permite evaluar el porcentaje de
células del donador que injertaron en el huésped (qui-
merismo).® Tiene ventajas sobre otros estudios, (PCR
en microsatélites), como son rapidez y menor costo. A
través de la citometria de flujo se puede analizar de for-
ma individual a cada uno de los neutrdfilos, por tanto
calcular qué porcentaje de los neutréfilos son normales
(injerto) y anormales (receptor). Pudimos seguir a los
pacientes con TCPH a lo largo del tiempo, pudiendo
observar injerto exitoso, quimerismo mixto, pérdida del
injerto gradual o falla de injerto. Los resultados son base
para la toma de decisiones para los médicos trasplant6-
logos, como elegir una segunda infusion de células pro-
genitoras hematopoyéticas. Esta descrito que para que
un paciente esté libre de manifestaciones propias de la
EGC, debe tener al menos un 10% de neutrdéfilos sanos
(donador). Sin embargo, observamos que con tan sélo
un 5% de las células injertadas con indice de oxidacion
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normal las manifestaciones disminuyen drasticamente
y la supervivencia incrementa. A diferencia de la DHR
la prueba de NBT no permite detectar lo antes descrito.

La importancia de detectar las portadoras de EGC LX
no es solo para determinar el patrén de herencia en el
probando, sino también otorgarles asesoramiento gené-
tico e informarles el mayor riesgo que tienen de presen-
tar enfermedades inflamatorias o autoinmunes. Ademéas
la posibilidad de que presenten una inactivacién del cro-
mosoma X con el gen CYBB sano igual o mayor a 90%
e inici6é de infecciones recurrentes.

Finalmente podemos encontrar un patrén bimodal en
muestras, (varones o mujeres sanos), que son procesa-
das un dia después de la toma, sobre todo si fueron co-
lectadas en tubos de heparina litio o heparina sodio y no
en tubos de ACD, esto se debe a que hay muerte celular
en un porcentaje de neutrdfilos, lo cual se evidencia con
menor porcentaje de IFM.

Uno de los objetivos mas valiosos de la investigacion
es poder impactar positivamente en el campo clinico,
esto es ejemplificado en nuestro modelo de trabajo. Una
de las primeras tareas de nuestro trabajo fue sensibili-
zar a los médicos de la importancia de implementar esta
técnica de tamizaje en su hospital, ellos a su vez gestio-
naron las rutas para que pudiera ser un hecho la imple-
mentacion de la nueva técnica.

La capacitacion de los diferentes laboratorios fue sa-
tisfactoria, y se evidencia con la deteccién de nuevos
casos de EGC y de portadoras de EGC LX.

En México existe una centralizacion de los servicios
médicos de alta especialidad, incluyendo el rubro de las in-
munodeficiencias primarias, una estrategia para mejorar el
diagnostico es la transferencia de diferentes técnicas, que
se realizan en proyectos de investigacion, al area clinica.
Existen inmunodeficiencias primarias que no son detecta-
das debido a que en la localidad no existen las herramien-
tas de laboratorio convenientes, a pesar de que exista el
equipo y el personal competente, lo cual es un reto para
seguir capacitando a mas hospitales de nuestro pais.
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