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RESUMEN

Introduccion: La enfermedad granulomatosa cronica es una inmunodeficiencia
primaria congénita del sistema inmune innato, originada por defectos en el complejo
enzimatico nicotinamida adenina dinucleotido fosfato oxidasa presente en células
fagociticas. Estos defectos funcionales causan incapacidad para producir especies
reactivas del oxigeno en los fagocitos, que afectan la eliminacion de algunos
microorganismos patogenos dentro del fagolisosoma. El diagndstico de esta
enfermedad se realiza actualmente mediante la prueba de 1,2,3-dihidrorodamina
asistida por citometria de flujo multiparamétrica, o la tincion de fagocitos con
nitroazul de tetrazolio asistida por microscopio optico.

Objetivos: Describir los aspectos fisiopatologicos y moleculares de la enfermedad
granulomatosa cronica; y discutir aspectos relacionados con las pruebas de diagndstico
antes mencionadas.

Métodos: Se realizd una investigacion bibliografica-documental a partir de articulos
cientificos publicados desde 1933 hasta 2018, para ello fueron consultadas las bases
de datos SciELO, PubMed y Springer.

Desarrollo: Se exponen las caracteristicas fisiopatologicas de la enfermedad

granulomatosa cronica, asi como la relacion entre las mutaciones genéticas mas
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abundantes en la poblacion afectada y la gravedad de las manifestaciones clinicas que
presentan los pacientes. Ademas, se analizan criticamente los beneficios y las
deficiencias de dos técnicas que se utilizan actualmente para diagnosticar la
enfermedad.

Conclusiones: La enfermedad granulomatosa cronica puede generar consecuencias
inmunologicas e inflamatorias graves, que se hallan en consonancia con las
caracteristicas genéticas expresadas en el complejo enzimatico danado. El diagndstico
de la enfermedad resulta mas confiable, exhaustivo y especifico, mediante la
citometria de flujo y su prueba de 1,2,3-dihidrorodamina.

Palabras clave: enfermedad granulomatosa croénica; estallido respiratorio; sistema
NADPH oxidasa.

ABSTRACT

Introduction: Chronic granulomatous disease is a congenital primary
immunodeficiency of the innate immune system, caused by defects in the
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase enzyme complex present in
phagocytic cells. These functional defects cause inability to produce reactive oxygen
species in phagocytes, affecting the elimination of some pathogenic microorganisms
within the phagolysosome. The diagnosis of this disease is currently made by means
of the 1,2,3-dihydrorodamine test assisted by multiparametric flow cytometry, or the
staining of phagocytes with nitro-blue tetrazolium assisted by light microscopy.
Objectives: To characterize molecular and pathophysiologically the chronic
granulomatous disease; and to discuss aspects related to the aforementioned
diagnostic tests.

Methods: In this work, a bibliographic-documentary research was carried out from
scientific articles published from 1933 to 2018, for which the SciELO, PubMed and
Springer databases were consulted.

Development: The pathophysiological characteristics of chronic granulomatous
disease are exposed, as well as the relationship between the most abundant genetic
mutations in the affected population, and the severity of the clinical manifestations
presented by the patients. In addition, the benefits and deficiencies of two techniques

currently used to diagnose the disease are critically analyzed.
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Conclusions: Chronic granulomatous disease can generate severe immunological and
inflammatory consequences, which are in line with the genetic characteristics
expressed in the damaged enzyme complex. The diagnosis of the disease is more
reliable, exhaustive and specific, using flow cytometry and its 1,2,3-dihydrorodamine
test.

Keywords: chronic granulomatous disease; respiratory burst; NADPH oxidase system.
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Introduccién

La enfermedad granulomatosa crénica (EGC) es una inmunodeficiencia primaria (IDP)
congénita del sistema inmune innato, originada por defectos en el complejo
enzimatico nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa o sistema
NADPH oxidasa, presente en células fagociticas, tales como: macrofagos, neutrofilos,
monocitos y eosinofilos. Estos defectos funcionales causan deficiencia en la
produccion de especies reactivas del oxigeno (EROs) de los fagocitos, afectando la
necesaria eliminacion de algunos microorganismos patdgenos dentro del
fagolisosoma."? 3) La enfermedad se manifiesta con mayor frecuencia en la infancia
con prevalencia de 1 caso por cada 200 000 o 250 000 nacidos vivos, sin preferencia
étnica.®4> En el mundo occidental, 70 % de los pacientes muestran un patron de
herencia genética ligada al cromosoma X, en los que la descendencia afectada
dependera del sexo del progenitor que porta la mutacion; mientras que el resto
muestra un patron de herencia de tipo autosdmica recesiva, en la que ambos padres
son portadores de la mutacion en una de sus dos variantes alélicas autosomicas.©® En
paises con elevada tasa de matrimonios consanguineos, la EGC autosémica recesiva
suele ser mas comun que la ligada al cromosoma X.@ Por otro lado, los pacientes con
EGC por herencia ligada al X son el doble de susceptibles a sufrir complicaciones
inflamatorias con respecto a los pacientes con herencia autosomica recesiva de la

enfermedad. "
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La EGC se identifico por primera vez en la década de 1950 en un nifio norteamericano
de 12 meses que presentaba linfadenitis cronica supurativa, hepatoesplenomegalia,
infiltrados pulmonares y dermatitis eczematoide. En la descripcion clasica, de 1959,
de la “enfermedad granulomatosa mortal de la infancia”, Bridges y otros, informaron:
“no se ha encontrado una terapia satisfactoria, y la enfermedad ha progresado
implacablemente a través de un debilitamiento severo hasta la muerte final en un
periodo de varios anos””) En virtud de los avances cientificos, desde 1959 hasta la
actualidad, la supervivencia de los pacientes con EGC ha ido en aumento, gracias a la
combinacion de profilaxis antibacteriana, antifingica e inmunomoduladora de por
vida, el trasplante de médula 6sea hematopoyético y la terapia génica.("-8%10,1) E|
punto de partida decisivo para lograr todo lo expuesto anteriormente es el diagnostico
certero de la enfermedad, pues de este modo el paciente podra recibir el tratamiento

personalizado que requiera, y por tanto, elevar su esperanza y calidad de vida.

El objetivo de este trabajo es describir los aspectos fisiopatologicos y moleculares de
la EGC; asi como, discutir aspectos relacionados con dos de las pruebas empleadas
actualmente para lograr su diagnéstico: la prueba de reduccion de nitroazul de
tetrazolio (NBT) y la de 1,2,3-dihidrorodamina (DHR).

Métodos

Se llevd a cabo una investigacion bibliografica-documental a partir de articulos
cientificos publicados entre los anos 1933 y 2018, para ello fueron consultadas las

bases de datos SciELO, PubMed y Springer.

Analisis y sintesis de la informacion
NADPH oxidasa

El sistema NADPH oxidasa (también conocido como NOX2) comprende 5 glicoproteinas
y una proteina G; el heterodimero unido a la membrana: p22P"*y Nox2 o 91P"°* que
constituye el centro catalitico (se encuentran asociadas en la membrana formando un
heterodimero, tanto en la forma activa del complejo como en la inactiva) y 4
subunidades que se localizan en el citosol en su estado basal: p47P"** (NCF1), p67Phox

(NCF2), p40rPhox (NCF4) y la proteina G denominada Rac (GTPasa Rac), que se encuentra
4
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unida a GDP y a Rho-GDI en su forma inactiva (Fig. 1). Durante el proceso de activacion
de este complejo, las proteinas citosdlicas fosforiladas por accion de la proteina
quinasa C, se traslocan a la porcion unida a la membrana y ensamblan el complejo
oxidasa funcional de 6 componentes.('%'3) El complejo NADPH oxidasa también
depende de la asociacion de las GTPasas citosolicas de bajo peso molecular: Rac1 y
Rac2, las cuales permiten la activacion del complejo y estan involucradas en la
regulacion del sistema NADPH oxidasa.® 4 (Fig. 1) La NADPH oxidasa activada es capaz
de efectuar la transferencia de electrones de NADPH a FAD y al grupo hemo, para
reducir el oxigeno molecular (0;) a anién superoxido (O;°) microbicida y otros agentes
citotoxicos, como el peroxido de hidrogeno, que son responsables de la oxidacion de
proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos presentes en agentes infecciosos

mediante el proceso denominado estallido respiratorio.( ¢)
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Fig. 1 - Representacion esquematica de los mecanismos moleculares del complejo de

activacion NADPH oxidasa (NOX 2) en la membrana citoplasmatica de un granulo de

neutrofilo.
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El término “estallido respiratorio” fue acunado inicialmente por Baldridge y Gerrard
en 1933, después de descubrir que los neutrofilos consumen grandes cantidades de
oxigeno durante la fagocitosis. El mecanismo del estallido respiratorio no esta
relacionado con la via de fosforilacion oxidativa mitocondrial, pues se comprobd que
inhibidores mitocondriales clasicos como el cianuro no afectaban el proceso; %) pero
se conoce que la capacidad de los neutrofilos de destruir bacterias ya internalizadas
se dana en ausencia de oxigeno.® El componente molecular responsable del estallido
respiratorio es un flavocitocromo con un maximo de absorbancia cercano a 558 nm
que se encuentra unido a la membrana, al que se denomind “flavocitocromo
b558”.@17) El flavocitocromo b558 es el mismo heterodimero antes mencionado
compuesto por p22P"* y Nox2.® (Fig. 1) Aproximadamente el 85 % del flavocitocromo
b558 se expresa constitutivamente en las membranas de los fagocitos, y un porcentaje

menor se localiza en el plasma celular y las membranas secretoras de los granulos. @18

Fisiopatologia
Un avance importante en el estudio de la fisiopatologia de esta enfermedad se produjo
cuando Quie y otros hallaron que la fagocitosis y la muerte intracelular no estan
vinculadas en los pacientes con EGC;(" pues los fagocitos pueden moverse e
internalizar microorganismos de forma normal; pero no pueden destruir determinados
hongos y bacterias denominados catalasa positivos, debido a su incapacidad de
metabolizar el oxigeno para producir EROs. 236 Los organismos catalasa positivos (por
ejemplo, Staphylococcus aureus, Pseudomonas, Aspergillus fumigatus, Paecilomyces
variotti, Burkholderia cepacian, Salmonella, Nocardia, Candida albicans,
Enterobacteriaceae, Klebsiella spp y Serratia spp) pueden descomponer el peroxido
de hidrégeno producido por el huésped en oxigeno y agua, mediante la enzima
catalasa.?%2" En humanos, el peroxido de hidrogeno generado por el sistema NADPH
oxidasa, también sirve de sustrato a enzimas como las mieloperoxidasas (MPO) para
la formacion en presencia de cloro, del acido hipocloroso, otro potente agente

oxidante contra patogenos.(??)

Ademas de tener efectos citotoxicos directos, la produccion de EROs tiene influencia
en otras funciones de la inmunidad innata. Por ejemplo, los pacientes con EGC

muestran una expresion y funcion reducidas de los receptores tipo Toll, los receptores

6
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del complemento y los receptores de quimiocinas, que se correlacionan con la
gravedad de la enfermedad.?® Ademas, los neutrofilos también utilizan medios
extracelulares de actividad microbicida mediante el uso de trampas extracelulares de
neutrofilos.?¥ Este mecanismo depende de la produccion normal de EROs por el
sistema NADPH oxidasa.?® Marzaioli y otros encontraron que la diferenciacion y
maduracion de células dendriticas y monocitos también se ven afectadas por

alteraciones en el sistema NADPH oxidasa. (2¢)

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes son: linfadenopatia,
hepatoesplenomegalia, neumonia recurrente; ademas de otras manifestaciones como
conjuntivitis, sinusitis, dermatitis, estomatitis ulcerativas, diarrea crénica,
obstruccion intestinal y osteomielitis supurativa.?:27) El primer hallazgo clinico suele
ocurrir en edades tempranas y suele ser una adenitis en el area de aplicacion de la
vacuna BCG, pues algunos pacientes con EGC tienen predisposicion a la infeccion por
Mycobacterium tuberculosis.?28 También son comunes los procesos inflamatorios por

desregulacion del sistema inmunitario y la autoinmunidad. ("

Los fagocitos al no lograr controlar las infecciones, estimulan respuestas inmunitarias
celulares cronicas, lo que da lugar a la activacion de macrofagos mediada por
linfocitos T y a la formacion de granulomas compuestos de macrofagos activados, los
cuales intentaran eliminar los patogenos a pesar de la produccion defectuosa de EROs.
La formacion de granulomas es un evento inflamatorio clasico en pacientes con EGC,
en tal medida, que este aspecto histologico constituye la base del nombre de la
enfermedad. Distintos de los relacionados con otras enfermedades, los granulomas en
la EGC generalmente no son caseificantes, se encuentran dentro de los tejidos
fibroticos en el contexto de inflamacion aguda o cronica.?®) En pacientes con EGC, los
granulomas son propensos a afectar las visceras huecas, especialmente el colon, el
estomago y la vejiga, en dichos granulomas se encuentran macréfagos activados que

dan lugar a obstrucciones uretrales, piloricas y esofagicas.3%:3"
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Caracterizacion genética
Toda mutacion patologica que tenga lugar en los genes que codifican las subunidades
proteicas del sistema NADPH oxidasa, inducen la EGC (Fig. 2).(248:32) Existe un amplio
rango en la capacidad de generar EROs entre los pacientes de EGC, que generalmente
varia desde indetectables (0 %) hasta menos del 30 %.33 Aquellos pacientes con
mutaciones menos comprometedoras, tienen una produccion residual de EROs y no

presentan manifestaciones clinicas graves.(4
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Fig. 2 - Mutaciones patoldgicas del sistema NADPH oxidas (NOX 2) relacionadas con

la enfermedad granulomatosa cronica (ECG).

El patron de herencia genética mas frecuente es la (EGC) ligada al cromosoma X. Otras
formas genéticas existentes tienen un patron de herencia autosomico recesivo (AR):
AR-CGD47°, AR-CGD67° y AR-CGD22°.

La causa mas comun de EGC es un defecto en el gen CYBB (Nox2), ubicado en el brazo
corto del cromosoma X (Xp21.1-p11.4). Mdltiples tipos de mutaciones del gen CYBB
(por ejemplo, delecion, cambio de marco de lectura, mutacion sin sentido y
mutaciones en el sitio de empalme) pueden provocar la no expresion o reduccion de
la expresion del producto génico. La EGC relacionada con CYBB es heredada de forma

recesiva ligada al cromosoma X; sin embargo, se estima que del 10 % al 15 % de las

8
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mutaciones en Nox2 son resultado de nuevas mutaciones que ocurren en la linea
germinal.®)

Aunque la base genética de la EGC en casi dos tercios de los pacientes con la
enfermedad radica en el locus CYBB, también se reportan mutaciones bialélicas
(generalmente un codon de parada prematuro) en el factor citosélico 1 de neutrofilos
(NCF1, 7q11.23), que da como resultado un dafno en la funcidén bioldgica del
componente p47P"x, @) | a EGC relacionada con NCF1 se hereda de forma autosomica
recesiva; en este caso, ambos padres serian portadores asintomaticos de una sola

mutacion NCF1.®)

Los hombres con una mutacion en CYBB o mutaciones bialélicas en CYBA o NCF1, NCF2
o NCF4, presentan manifestaciones clinicas de EGC. Por otro lado, las portadoras
femeninas de una sola mutacion en CYBB exhiben una actividad NADPH oxidasa
afectada en una porcion de sus fagocitos, mas cominmente del 20 % al 80 %, como
resultado de la inactivacion aleatoria del cromosoma X o fenémeno de Lyonizacion.
(35 Este fenomeno fue descrito por la doctora Mery Lyon en 1961, y consiste en el
silenciamiento al azar de un cromosoma X en todas las células somaticas del organismo
femenino, con el objetivo de lograr compensacion de la dosis génica.® El estado de
portador puede provocar una variedad de sintomas, que incluyen: ulceras aftosas,
artralgias y fotosensibilidad cutanea. En un estudio de 162 portadores de EGC con
herencia ligada al X. Marciano y otros, encontraron que las complicaciones infecciosas
eran altamente probables en aquellos pacientes con menos del 10 % de actividad de
la DHR, 37 incluso los pacientes con 10 % al 20 % de actividad de DHR permanecieron
en un riesgo sustancialmente mayor de infeccion. Por esta razon, se aconseja prudente
administrar el tratamiento para esta enfermedad cuando la actividad de la DHR cae
por debajo del 20 %.G7)

Pueden surgir complicaciones adicionales cuando la region del gen Xp21.1 (CYBB)
posee una delecidon génica mas sustancial. Las deleciones lo suficientemente grandes
como para abarcar tanto el gen CYBB como el locus Kell (gen XK) conducen a un
sindrome de delecion génica contigua;®® en estos casos se debe considerar la EGC
como diagnostico, particularmente si hay sintomas clinicos relacionados con esta

enfermedad.®

@) e |

Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




€CIMED Revista Cubana de Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia. 2021;37(2):e1297

/A EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

Existen reportes de mutacion dominante negativa en Rac2 en dos infantes
masculinos.®%40 El primero present6 infecciones en tejidos blandos, neutrofilia y
deficiencia en la quimiotaxis de los neutrofilos. %4 El segundo paciente presentaba
disfuncion neutrofilica, leucocitosis, linfopenia CD4* y niveles reducidos de IgA e
IgM. (40)

Pruebas de diagnéstico
En aquellos pacientes con antecedentes clinicos compatibles, se indica realizar el
diagnostico de EGC mediante la evaluacion de la funcionalidad del complejo NADPH
oxidasa en neutrofilos estimulados. 243 La prueba del nitroazul de tetrazolio (NBT)
se ha utilizado histéricamente para medir la formacion del anion superoxido. En esta
prueba, los neutrofilos se estimulan con acetato de forbolmiristato (PMA) en presencia
de colorante NBT.“4 Después de la estimulacion, el colorante amarillo es reducido
por el complejo NADPH oxidasa en neutrofilos normales a formazan, que es un
precipitado azul oscuro o pUrpura que se retiene dentro de la célula. Las células luego
se analizan visualmente por microscopia para detectar este cambio de coloracion. La
mayoria de los neutrofilos normales sera de color azul oscuro, pero los neutroéfilos que

carecen de un complejo NADPH funcional no cambian de color.®

La prueba NBT es sencilla y econdmica, pero con limitaciones importantes que deben
ser tomadas en consideracion si el diagnostico de un paciente dependera enteramente
de su resultado. Esta prueba a veces puede diagnosticar portadoras femeninas ligadas
al cromosoma X, porque deberian tener una poblacion mixta de células positivas y
negativas como resultado del fendbmeno de Lyonizacion. Sin embargo, la lectura
manual de la prueba NBT es semicuantitativa y, muy a menudo las portadoras de
mutaciones ligadas al cromosoma X no pueden ser bien identificadas. Los portadores
de una mutacion autosomica recesiva tampoco se distinguen bien en esta prueba,
porque las células necesitan solo una pequena cantidad de NADPH oxidasa funcional
para reducir la NBT. Aunque el ensayo NBT requiere poca sangre para realizarse, lo
ideal es que la sangre sea fresca, lo que significa que una muestra no seria Util si es
necesario transportarla desde grandes distancias. Otros problemas adicionales que

tiene este tipo de prueba son los diagnosticos falsos positivos o negativos entre las
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portadoras de EGC ligados al cromosoma X.*) Ademas, la confiabilidad de la prueba
depende enteramente de la experiencia en el microscopio optico del especialista a

cargo de realizarla.®

Desde finales de la década de 1990, la prueba NBT ha sido reemplazada en gran
medida por la prueba DHR por citometria de flujo como pilar fundamental para
diagnosticar la EGC.“64) En comparacion con la prueba NBT, el ensayo DHR es mas
facil de realizar, mas confiable, mas cuantitativo y mas sensible. Similar a la prueba
NBT, los fagocitos se estimulan con PMA o lipopolisacarido (LPS) bacteriano; pero
luego se incuban con 1,2,3-dihidrorodamina, que penetra en las células libremente y
es oxidada intracelularmente por peroxido de hidrogeno u otro EROs (producido en
presencia de un sistema normal de NADPH oxidasa-MPO) a 1,2,3-rodamina, la cual
emite una sefal de 585 nm en el espectro fluorescente cuando es excitada por una luz

con longitud de onda de 488 nm.“8)

El paso siguiente del proceso es evaluar la fluorescencia de las células estimuladas
como una medida sustituta de la actividad de la NADPH oxidasa; mediante el citometro
de flujo se logra detectar la sefal de fluorescencia emitida por cada célula por
separado, de ahi la gran sensibilidad de este tipo de prueba.“) La intensidad de
fluorescencia media de la 1,2,3-rodamina se correlaciona cuantitativamente con la
produccion intermedia de oxigeno reactivo y la supervivencia posterior en pacientes
con EGC.(% Mediante esta prueba se puede diferenciar entre la EGC ligada al
cromosoma X, la EGC autosomica recesiva y el estado de portador ligado al X en
mujeres.“) También, se puede evaluar la actividad residual de la enzima, la medicion
del estallido respiratorio en neutréfilos y monocitos por separado, y el grado de
Lyonizacion en las portadoras, que se ha correlacionado con un mayor riesgo de
infeccidn en mujeres que tienen una poblacion normal de neutrofilos de menos del 20

% como se menciono en el acapite anterior. 3749

Resulta importante mencionar que como esta reaccion de oxidacion es dependiente
de la peroxidasa y por tanto, se basa en la actividad de la MPO o peroxidasa
eosinofilica en los fagocitos; en caso de deficiencia de MPO, una condicién no

infrecuente, el ensayo DHR dara un resultado negativo, el cual puede ser
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malinterpretado como una deficiencia en el sistema NADPH oxidasa; o sea, como un

paciente falso positivo a EGC.®%

La EGC puede generar consecuencias inmunoldgicas e inflamatorias graves,
conduciendo a infecciones potencialmente mortales, procesos inflamatorios por
desregulacion del sistema inmunitario y autoinmunidad. El diagnostico de pacientes
con sintomas y signos consistentes con dicha enfermedad, se puede realizar mediante
la prueba DHR, que es una forma rapida y confiable de evaluar la actividad de la
NADPH oxidasa, si se cuenta con los recursos necesarios para su realizacion. Una vez
obtenido el diagndstico, los resultados de la citometria de flujo de la DHR junto a la
secuenciacion genética, pueden ayudar a predecir la gravedad de la enfermedad.
También, se recomienda realizar estos estudios a los familiares directos de aquellos
pacientes positivos a la EGC; ademas, las pruebas genéticas y prenatales pueden ser

utiles para la deteccidn de pacientes portadores.
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