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RESUMEN

Las agammaglobulinemias primarias (AP) resultan de alteraciones especificas en las células B, lo cual, conduce a
baja produccién de anticuerpos. La sospecha diagnodstica se establece con el antecedente de infecciones a repeticion,
inmunoglobulinas bajas y la ausencia linfocitos B CD19+. El diagndstico se confirma mediante el analisis genético y la
deteccion de una mutacion ligada en el cromosoma X o autosémico recesiva o dominante. En Perd, no hay literatura
sobre AP ni reportes sobre el genotipo de los pacientes con sospecha de AP. Bajo este escenario, se realizé un estudio
que describié el genotipo de pacientes con sospecha de AP. Se encontraron 20 pacientes con mutaciones en el gen
BTK'y una mutaciéon autosémica recesiva IGHM. Se hallaron 13 mutaciones hereditarias y siete mutaciones de novo. Se
concluye que las AP son, en su mayoria, mutaciones en el gen BTK que corresponden con AP ligadas al cromosoma X.
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GENETIC DIAGNOSIS OF PATIENTS WITH PRIMARY

ABSTRACT

Primary agammaglobulinemia result from specific alterations in B cells, which lead to low antibody production. Diagnostic
suspicion is established with a history of repeated infections, low immunoglobulins, and absence of CD19+ B lymphocytes.
The diagnosis is confirmed by genetic analysis and the detection of a mutation linked to the X or autosomal recessive or
dominant chromosome. In Peru, there is no literature on primary agammaglobulinemia and no reports on the genotype
of patients with suspected primary agammaglobulinemia. Under this scenario, a study was performed to describe the
genotype of patients with suspected primary agammaglobulinemia. Twenty (20) patients were found with mutations
in the BTK gene and an autosomal recessive IGHM mutation. Thirteen (13) hereditary mutations and seven de novo
mutations were found. It is concluded that the group of primary agammaglobulinemia are mostly mutations in the BTK
gene, corresponding to X-linked agammaglobulinemia.

Keywords: Agammaglobulinaemia; Genotype, Bruton type agammaglobulinemia; Peru (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Las agammaglobulinemias primarias (AP) son un grupo de
enfermedades originadas por la alteracion en la produccion
de anticuerpos a causa de un defecto molecular ya sea
intrinseco a las células B o un fracaso de las interacciones
entre células By T ™, Las AP se definen en base a

un recuento de linfocitos B CD19+ menor a 1% en el
contexto de un conteo bajo de anticuerpos .

La deficiencia de anticuerpos conduce tipicamente
a infecciones recurrentes, a menudo graves, de
las vias respiratorias superiores e inferiores por
bacterias encapsuladas, tales como Streptococcus
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pneumoniae 'y Haemophilus influenzae ©. Existen
tres tipos de AP: la agammagobulinemia ligada al
cromosoma X (ALX) que se manifiesta en pacientes
varones Y se deriva de alteraciones en el gen Bruton Tirosin
Kinasa (BTK), la autosémico recesiva y la autosdmica
dominante los cuales se presentan en ambos sexos 9.

El diagnostico de AP se confirma con estudios genéticos
que buscan identificar una mutacion en el gen BTK para
la ALX o al menos alguna de las seis variantes genéticas
para la forma autosémica recesiva, o alguna de las dos
variantes genéticas para la forma autosémico dominante ©.
Se ha reportado que las ALX son las AP mas frecuentes,
la mayoria de estas son mutaciones hereditarias, definidas
estas como aquellas que se transmiten por la linea materna,
en el contexto de herencia ligada al sexo. Asi lo reporté
Zhang et al. quien describi6 el genotipo de seis pacientes
con AP en China y confirmé la ALX a partir de la deteccion
de mutaciones en exones del gen BTK, s6lo reportd una
mutacién de novo, definida esta como aquella mutacién
que no es transmitida por linea materna o paterna y que
ocurre espontaneamente ™. Por su parte, Esenboga et al.
reporto los resultados del analisis genético de 26 pacientes
con sospecha de AP y determiné mutaciones BTK en todos
los pacientes, ademas describié una ausencia de relacion
entre el genotipo y el fenotipo de la enfermedad en términos
de severidad ©.

En Peru, existe un infradiagnoéstico de inmunodeficiencias
primarias (IDP), ello debido en gran parte a las dificultades
logisticas y econdémicas para la realizacion de un
diagnostico confirmatorio ©. Por su parte, los defectos en
la produccion de anticuerpos son las IDP mas frecuentes
reportadas en Peru y su tratamiento implica la utilizacién
de inmunoglobulina humana, medicamento fundamental
para alterar la historia natural de la enfermedad, evitar
infecciones a repeticion y hospitalizaciones (19,

El objetivo del presente estudio fue describir el genotipo
de pacientes con sospecha de AP atendidos en centros
del tercer nivel, este es el primer reporte peruano en el
cual se llega a un diagnéstico definitivo de AP.

EL ESTUDIO

Se realiz6 un estudio descriptivo que incluyé a
pacientes menores de 18 afios con sospecha clinica de
agammaglobulinemia primaria que acudieron al Centro de
Referencia Nacional de Alergia e Inmunologia (CERNAAI)
del Instituto Nacional de Salud del Nifio (INSN), pero
que en muchos casos se atienden actualmente en otros
centros de tercer nivel. Los pacientes pertenecen a un
registro peruano de pacientes con inmunodeficiencias

MENSAJES CLAVE

Motivacion para realizar el estudio. Las agammaglobulinemias
primarias (AP) son las inmunodeficiencias primarias mas frecuentes
y no se han reportado datos previos respecto a sus resultados en el
analisis genético.

Principales hallazgos. Nuestros hallazgos reportan mutaciones en
el gen Bruton Tirosin Kinasa (BTK), lo cual, se corresponde con
agammaglobulinemias ligadas al cromosoma X. Se reporté un solo
caso de agammaglobulinemias autosémico recesivas.

Implicancias. Se debe considerar la importancia clinica de las AP
y su alta frecuencia previamente reportada para guiar las directrices
en el diagnostico y el tratamiento de esta enfermedad.

primarias, previamente reportado (9. Se incluyeron
pacientes menores de 18 afos con diagndstico de
agammaglobulinemias primarias establecido por un
inmundlogo clinico en base a criterios de la International
Union of Immunological Societies (1UIS) con cuadro clinico
compatible y de linfocitos B CD19+ ausentes ™ entre el 1
de junio de 2011 al 1 de junio de 2014. Se excluyeron a
pacientes sin clinica de agammaglobulinemia primaria, con
inmunodeficiencia secundaria o que no hayan aceptado su
participacion a través del consentimiento informado.

Se establecio contacto con los padres o el apoderado del
paciente para la realizacion del consentimiento informado
siguiendo todos los lineamientos del tratado de Helsinsky.
Hubo dos consentimientos informados, uno para la
participacion del paciente en el estudio y otro para latoma de
muestra de la madre del paciente. Esta muestra fue tomada
para definir si la madre fue portadora de la mutacion.

Las muestras de sangre se extrajeron el dia de la
entrevista. Se obtuvo 5 ml de muestra de sangre en tubos
de sistema al vacio con EDTA, previa asepsia. Se etiquetd
la muestra segun el niumero de ficha. Se envié todas las
muestras para su procesamiento en un laboratorio externo
por el método PCR y secuenciacion directa. Las muestras
de sangre para la secuenciacion no requirieron ningun
procedimiento especial para su conservacion.

El analisis estadistico se realizé mediante el programa
estadistico SPSS versién 24 (IBM Corp., Armonk, NY,
EE. UU.). Para la descripcion de las variables cualitativas
se utilizaron las frecuencias y porcentajes. Se aplicé la
prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para determinar la
distribucion de las variables cuantitativas. Para las variables
cuantitativas con distribucion normal, se utilizé la media y la
desviacion estandar; y para las variables cuantitativas
sin distribucion normal, se utilizé la mediana y los rangos
intercuartilicos.
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El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto
Nacional de Salud del Nifio CL-28-2017, contando ademas
con la autorizacion administrativa institucional para el
acceso a la informacion y el desarrollo del estudio.

HALLAZGOS

Se evaluaron 21 pacientes con diagndstico clinico de
agammaglobulinemia primaria. La edad media de los
pacientes fue de 8,67 + 4,25 afios, 20/21 (95,2%) eran de
género masculino, 9/21(42,9%) procedentes de provincias
(Tabla 1).

A todos los pacientes se les realizé el andlisis genético,
se encontré una mutacion en la proteina p.K36NfsX56
y corresponde al gen BTK. El paciente actualmente se
atiende en un hospital de EsSalud. En términos generales,
encontramos 20 pacientes con mutaciones en el gen BTK'y
una mutacion autosomica recesiva. De las mutaciones BTK
encontramos 13 mutaciones hereditarias con una madre

portadora y siete mutaciones de novo con una madre
normal (Tabla 1). En una madre no se pudo realizar el
analisis genético.

A todos los pacientes se les evalué clinicamente en
base a los criterios de la Jeffrey Modell Foundation. Los
criterios que evidenciaron una mayor frecuencia fueron la
ocurrencia de dos o mas episodios de neumonias en un
afio con 12/20 (60,0%) de pacientes y la poca ganancia
de peso o retardo en el crecimiento con 11/20 (55,0%) de
pacientes (Tabla 2).

La Tabla 3 describe otros aspectos clinicos y terapéuticos en
los pacientes con mutacién BTK. Se encontré una mediana
de linfocitos totales por citometria de flujo de 2459 con
un rango intercuartilico entre 1285,5 y 3670. En cuanto
al tratamiento, 18/20 (90,0%) de los pacientes recibieron
inmunoglobulina y todos los pacientes recibieron antibiotico
profilaxis. Sélo dos pacientes recibieron el tratamiento
definitivo: trasplante de precursores hematopoyéticos.

Tabla 1. Resultados del analisis genético de pacientes en 21 pacientes con diagndstico clinico de agammaglobulinemias

primarias en Lima-Peru, 2018

Paciente Procedencia Tipo de Género ':::‘:ﬂf) Mutacic'?n en Cambif) en Exén Gen Estado de
seguro del estudio proteina codon la madre
(afos)
1 Provincia EsSalud Masculino 13 p.N72K €.209-215insA Exon 3 BTK Portadora
2 Lima EsSalud Masculino 8 p.T158P fsX17 47 5327:6 AG Exon 6 BTK  Portadora
3 Provincia EsSalud Masculino 11 p.K36NfsX56* c.106-108del A Exon 2 BTK  Portadora
4 Provincia EsSalud Masculino 11 p.R520X c.1558C>T Exon 6 BTK Normal
5 Lima EsSalud Femenino 6 p.Y176Lfs.87X ¢.525-526 insC - IGHM exar'r\:iia da
6 Provincia  EsSalud Masculino 10 p.Asn135LysfsX42 c. 537delC Exon 6 BTK  Portadora
7 Lima EsSalud Masculino 9 p.Phe583Leu c. 1879T>C Exon17 BTK Portadora
8 Provincia EsSalud Masculino 13 p.Q196X c.718C>T Exon7 BTK  Portadora
9 Provincia EsSalud Masculino 9 p.L512P c.1667T>C Exon15 BTK Portadora
10 Lima SIS Masculino 10 p.Asn135LysfsX42 c.537delC Exon 6 BTK  Portadora
11 Provincia SIS Masculino 1 p.Arg544Ger c.1764G>T Exon17 BTK Normal
12 Provincia SIS Masculino 5 p.W588X c.1896 G>A Exon18 BTK Normal
13 Provincia  EsSalud Masculino 12 p.Arg255X c.895C>T Exon 8 BTK  Portadora
14 Provincia SIS Masculino 10 p.Arg255X c.895C>T Exon 8 BTK Normal
15 Lima SIS Masculino p.R288W c.994C>T Exon10 BTK Normal
16 Provincia SIS Masculino p.Asn135LysfsX42 c.537delC Exon 6 BTK Normal
17 Lima SIS Masculino p.R288W c.994C>T Exon10 BTK Portadora
18 Provincia SIS Masculino 20 p.K430E c.1420A>G Exon14  BTK Normal
19 Lima SIS Masculino p.Asn135LysfsX42 c. 537delC Exon 6 BTK  Portadora
20 Lima SIS Masculino p.L512P c.1667 T>C Exon 15 BTK  Portadora
21 Lima SIS Masculino p.Q196X c.718C>T Exon 7 BTK  Portadora

* Mutacién no reportada anteriormente
SIS: Seguro Integral de Salud; BTK: Bruton Tirosin Kinasa; IGHM: Immunoglobulin Heavy Constant Mu.
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Tabla 2. Criterios de la Jeffrey Modell Foundation evaluados en 20 pacientes con mutaciones en el gen BTK en Lima-

Peru, 2018
Mutacion BTK hereditaria Mutacion BTK de novo Total
Criterio (n=13) (n=7) (n=20)
n (%) n (%) n (%)

D|ez~o mas nuevas infecciones del oido en 4(30,8) 2 (28,6) 6 (30,0)
un afo

Dos o mas |nfeCC|on(fs serias de los senos 4(30,8) 1(14.3) 5 (25,0)
paranasales en un afio

Dos o mas meses con antibiéticos con un 4(30,8) 2 (286) 6 (30,0)
pobre efecto

Dos o mas episodios de neumonias en un afio 6 (46,2) 6 (85,7) 12 (60,0)
Pocg ganancia de peso o retardo en el 8 (61,5) 3 (42,9) 11 (55,0)
crecimiento

Abscesos recurrentes en dermis o en otros 1(7.7) 1(14,3) 2 (10,0)
érganos ’ ’ ’
Aftas persistentes en boca o infecciones 0(0,0) 1(14,3) 1(5,0)
fungicas en la piel ’ ’ ’
Neces@aq de gntlblotlcos endovenosos para 5 (38,5) 0(0,0) 5 (25,0)
combatir infecciones

Dos o mas infecciones profundas que 0 (0,0) 1(14,3) 1(5,0)
producen septicemia ’ ’ ’
Historia familiar de IDP 2 (15,4) 2 (28,6) 4 (20,0)

IDP: inmunodeficiencias primarias.

DISCUSION

Esta ha sido la primera aproximacion en el Perq, al
diagnéstico genotipico en pacientes con alta sospecha de
AP. Todas las mutaciones encontradas han sido reportadas
anteriormente, excepto la del gen BTK en la proteina
p.K36NfsX56. Se reporta, a la vez, una mutacion en
el gen IGHM en la proteina p.Y176Lfs.87X. Cerca de un
60% de las mutaciones autosémico recesivas en AP se
corresponden con alteraciones en la cadena pesada Mu,
tal como lo reporto Silva et al. en el 2017 (",

En relacion con el tipo de mutacion, se encontré que de las
mutaciones BTK encontramos 13 mutaciones hereditarias
y siete mutaciones de novo. En un estudio realizado en
Turquia, las mutaciones del gen BTK se encontraron en
el 69% de los casos y sélo tres fueron mutaciones de
novo (2. En otro estudio realizado en China, se encontraron
mutaciones en BTK en 16 de 21 pacientes y sélo 2
correspondian a mutaciones de novo ). Las mutaciones de
novo pueden influenciar sobre la severidad y la mortalidad
de los pacientes, teniendo asi, un impacto sobre el
fenotipo clinico (4'9); sin embargo, en nuestro estudio
no se encontrd ninguna relacion entre la severidad de
la enfermedad y el tipo de mutacion, y ello es acorde con
los hallazgos de Esenbroga et al. quien manifiesta que
no existe una relacion entre el genotipo y el fenotipo de
severidad de la enfermedad ©.

En la descripcion clinica de los pacientes, se tiene que
la edad mediana al diagndstico fue de dos afios. Ello se
contrasta con un estudio realizado en el Pert en el 2017,
Veramendi et al. encontré una edad media al diagndstico
de 7,4 afos (9. Segun datos previos, el 50,0% de los

pacientes desarrolla manifestaciones clinicas al afio de
edad, y mas del 95,0% desarrolla sintomas a los cinco
afos de edad; sin embargo, los sintomas desarrollados
en edades tempranas suelen ser mas severos e implican
una mayor morbimortalidad (. En consecuencia, la
diferencia encontrada en cuanto a la edad de diagndstico
podria deberse a una mayor probabilidad de sospecha
en el contexto de enfermedad severa o a la efectividad de
los programas sobre capacitacion en IDP que se vienen
realizando desde los ultimos afos.

Las infecciones recurrentes estuvieron presentes en mas
del 60% de los casos y este antecedente constituye un
aspecto clinico fundamental para establecer la sospecha
diagnéstica de inmunodeficiencia primaria segun la Jeffrey
Modell Foundation ®. Se valoraron estos criterios en todos
los pacientes incluidos en el estudio y se encontré6 que
las neumonias considerando dos episodios en un afo, y
la pérdida de peso o retardo en el crecimiento fueron los
eventos mas frecuentes en los pacientes evaluados. Los
microorganismos a los cuales un paciente con AP es mas
susceptible son los encapsulados S. pneumoniae y H.
influenzae ®, en tal sentido, nuestros hallazgos expresan
susceptibilidad probable a estas bacterias; sin embargo, no
es posible determinar ello con precision debido a que en
dicho contexto no se toman cultivos de rutina.

El tratamiento definitivo de las AP es el trasplante de
precursores hematopoyéticos (TPH); no obstante, las
dificultades logisticas limitan la aplicacién de esta terapia
en nuestro medio, por lo que el tratamiento inicial de las
AP se basa en la utilizacién de inmunoglobulina humana,
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Tabla 3. Descripcion sociodemografica y clinica de 20 pacientes con mutaciones en el gen BTK en Lima-Perua, 2018.

Mutacién BTK hereditaria Mutacién BTK de novo Total
Caracteristica (n=13) (n=7) (n=20)
n (%) n (%) n (%)
Edad en afos al diagnéstico* 2,91 (1,1-5,8) 1,9 (1,5-7,2) 1,98 (1,3-5,8)
Edad en afios al momento del estudio* 9 (7,5-11,5) 7 (3,0-11,0) 9 (6,3-11,0)

Tiempo de sobrevida en meses***
Procedencia

151,2 (115,4-186,94)

Lima 7 (53,9)

Provincia 6 (46,1)
Institucion donde se trata actualmente

INSN 5(38,4)

HNERM 7 (53,9)

Otro hospital EsSalud 1(7,7)

HAMA 0(0,0)
Tipo de seguro actual

EsSalud 8 (61,5)

SIS 5(38,5)
Antecedentes

Malignidad 3(23,1)

Autoinmunidad 1(7,7)

Consanguinidad 1(7,7)

Examenes auxiliares
Linfocitos totales por citometria de flujo+*

1863 (1232,0-3343,0)

126,3 (83,7-169,0)

145,8 (116,6-175,0)

1(14,3) 8 (40,0)
6(857) 12 (60,0)
5(71,4) 10 (50,0)
1(14,3) 8 (40,0)
0(0,0) 1(5,0)

1(14,3) 1(5,0)

1(14,3) 9 (45,0)
6 (85,7) 11 (55,0)
1(14,3) 4(20,0)
1(14,3) 2(10,0)
0(0,0) 1(5,0)

3670 (1795,0-4250,0)

2459 (1285,5-3670,0)

Linfocitos CD19+* 3(0,0-16,5) 9 (3,0-24,0) 8 (0,3-18,8)
lgG* 65,4 (35,0-89,5) 72 (49,0-75,0) 73 (40,0-82,5)
IgM** 32,5 (17,7) 38,1 (11,2) 34,5 (15,7)
IgA* 8 (2,5-14,5) 10 (3,0-12,0) 8 (3,0-11,5)
IgE* 21 (11,0-37,0) 48 (39,0-58,0) 29 (17,0-48,5)

Tratamiento
Uso de inmunoglobulina 12 (92,3) 6 (85,7) 18 (90,0)
Antibidticoprofilaxis 13 (100) 7 (100) 20 (100)
'rl]'rasplante Qe. precursores 1(7,7) 1(14,3) 2(10,0)

ematopoyéticos
*Mediana (RIQ)
**Media (DE)

***Media (IC 95%)

Valores normales de linfocitos totales por citometria de flujo+: 1200 a 4100 mg/dl. Valores normales de linfocitos CD19+: 220 a 1300 mg/dl.
Valores normales de IgG: 650 a 1600 mg/dl. Valores normales de IgM: 54 a 300 mg/dl. Valores normales de IgA: 40 a 350 mg/dl. Valores normales de

IgE: 0 a 100 Ul/ml.

RIQ: rango intercuartilico; DE: desviacion estandar; IC 95%: intervalo de confianza al 95%; INSN: Instituto de Salud del Nifio; HNERM: Hospital Nacional
Edgardo Rebagliati Martins; EsSalud: Seguro Social del Perd; HAMA: Hospital Maria Auxiliadora.

asi como en la instauracion de antibiéticoprofilaxis (. Dos
pacientes fueron sometidos al trasplante de precursores
hematopoyéticos y ello se realiz6 fuera del pais. Todos
los pacientes recibieron inmunoglobulina. Cuando no es
posible realizar un TPH, la utilizaciéon de inmunoglobulina
es el unico tratamiento capaz de alterar el curso natural
de la enfermedad disminuyendo la morbilidad y la
mortalidad ©®. Mas del 90% de los pacientes recibieron
antibidticoprofilaxis. Ademas de la terapia de reemplazo
de inmunoglobulina, los pacientes con ALX requieren
tratamiento antibiético agresivo para cualquier sospecha
de infeccidn y, en algunos casos, la terapia antibidtica
prolongada puede estar indicada como tratamiento para
infecciones pulmonares en curso o sinusitis crénica 0 como
profilaxis (9.
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Dado que el estudio tuvo una cantidad pequefia de pacientes,
la posibilidad de realizar inferencias a partir de la informacion
obtenida es limitada. Se debe considerar que aun existe
un infradiagnoéstico de pacientes con inmunodeficiencias
primarias ©, por lo cual, el presente reporte es una primera
aproximacion a las AP y sera necesario el registro continuo,
ademas de contar con la logistica necesaria para establecer
el diagnéstico definitivo de AP en todos los casos que se
puedan reportar. Sélo en dichas circunstancias, se podria
reportar el perfil genotipico de los pacientes con AP ademas
de sus implicancias clinicas y su impacto en el pronéstico.

En conclusion, el presente estudio muestra que las ALX son
AP mas frecuentes con mutaciones en los exones del gen
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BTK siendo estas mayoritariamente hereditarias, aunque
existe un numero elevado poco usual de mutaciones de
novo. La presentacion clinica habitual de las AP es con
neumonias a repeticion y la concurrencia de retardo en
el crecimiento. Todos los pacientes del estudio recibieron
inmunoglobulina humana, en tal sentido, es fundamental
velar por la disponibilidad del farmaco en entornos de

atencion de pacientes con AP. de interés.
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