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Resumen

Introduccion: La enfermedad granulomatosa cronica (EGC) es una inmunodeficiencia primaria
poco frecuente que se produce por la inactivacion del complejo enzimatico NADPH oxidasa.
Estos pacientes presentan la funcion fagocitica alterada, lo que les hace mas susceptibles a
padecer infecciones bacterianas y/o flingicas.

Métodos: Se estudio a un nifio de 6 afios con sospecha de EGC. El estudio funcional de NADPH oxi-
dasa estaba alterado, diagnosticandose de EGC. Simultaneamente, se nos informé del segundo
embarazo de la madre y se solicitd consejo genético.

Resultados: Se identificé una mutacion nueva causante de enfermedad mediante secuenciacion
directa del gen CYBB (EGC ligada al X) en el paciente afecto. Al mismo tiempo, se hizo el estudio
prenatal cuyo resultado fue la identificacion de la misma mutacion en el feto.

Conclusiones: Es necesario hacer el estudio molecular de la EGC para realizar el diagnostico
de certeza de la enfermedad del paciente con el objetivo de ofrecer diagndstico prenatal y
consejo genético en futuros embarazos.

© 2010 Asociacion Espaiola de Pediatria. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos
reservados.

Prenatal diagnosis and novel mutation in X-linked chronic granulomatous disease

Abstract

Background: Chronic Granulomatous Disease (CGD) is a rare primary immunodeficiency caused
by the alteration of the enzyme complex NADPH oxidase, which affects the phagocytic function.
CGD patients are susceptible to recurrent infections mainly caused by bacteria and/or fungi.
Methods: We studied a 6 year-old boy with suspicion of CGD. The diagnosis was confirmed based
on the functional study of NADPH oxidase. Simultaneously, the second pregnancy of the mother
was reported and genetic counselling was requested.

Results: We identified a new disease-causing mutation by direct sequencing of the CYBB gene
(X-linked CGD). The prenatal study resulted in the identification of the same mutation in the
foetus.

* Autor para correspondencia.
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Comments: Molecular genetics characterisation of CGD is needed to obtain an accurate diagno-
sis of the disease and to offer prenatal diagnosis and genetic counselling in future pregnancies.
© 2010 Asociacion Espafiola de Pediatria. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La enfermedad granulomatosa cronica (EGC) es una inmuno-
deficiencia primaria que afecta aproximadamente a uno de
cada 250.000 nacidos vivos'2. Los pacientes con EGC son
susceptibles de padecer infecciones recurrentes, particu-
larmente aquellas causadas por bacterias catalasa positivas
y hongos. En aproximadamente dos terceras partes de los
enfermos sus primeros sintomas aparecen durante el pri-
mer ano de vida. La clinica mas frecuente es la infecciosa
(linfadenitis, neumonias, abscesos cutaneos y hepaticos,
osteomielitis, dermatitis) causada principalmente por S.
aureus y bacterias gramnegativas (Serratia marcescens y
Burkholderia cepacia), ademas de Aspergillus spp. Asi-
mismo, la afectacion gastrointestinal es comin (hasta
el 30% de los casos)®. Por otro lado, los pacientes con
EGC pueden desarrollar granulomas difusos que pueden
causar obstrucciones o sintomas dolorosos en eso6fago,
estomago, uréteres, vejiga y vesicula biliar ademas de
fendmenos inflamatorios en pulmén y sistema nervioso
central’3?,

La EGC esta causada por mutaciones en el com-
plejo enzimatico de la NADPH (nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato) oxidasa, por lo que los pacientes
son incapaces de producir radicales libres, necesarios
para la destruccion de bacterias y/u hongos. Este com-
plejo enzimatico activado cataliza la reduccién de la
NADPH dependiente de oxigeno (O;) para formar el anion
superoxido (O—;) altamente reactivo, que se combina
espontaneamente con el hidrogeno para formar peréxido
de hidrogeno (H;0,). La NADPH oxidasa es un complejo
enzimatico localizado en la membrana plasmatica de los
fagocitos y esta formado por elementos de membrana
como el flavocitocromo bssg (formado por la subunidad
gp91Phox y p22PhoX) 'y por cuatro componentes citosd-
licos: p40Phox| p47prhox  pe7Phox y Rac 2. En fagocitos
activados se ensamblan y forman un complejo enzima-
tico activo®. Las mutaciones que afectan a cualquiera
de los genes que codifican para las subunidades del
complejo NADPH oxidasa pueden causar EGC. Aproxi-
madamente, dos terceras partes de los casos de EGC
son debidos a mutaciones en el gen CYBB (EGC liga-
das al X), que codifica para la subunidad gp91 Phox
(OMIM 306400). En cuanto a las formas autondmicas
recesivas, la mas frecuente se debe a mutaciones en
el gen NCF1, que codifica para la subunidad p47°Phox,
mientras que deficiencias en las subunidades p22°Phox,
p67 Phox Rac2 y p40P"* son menos frecuentes (< 3% de los
casos)>>.

El diagnostico de EGC se realiza mediante pruebas de
laboratorio que demuestran un funcionamiento anormal de
la enzima NADPH oxidasa. Hasta mediada la década de los
noventa del siglo xx, el estudio funcional se hacia utilizando
la prueba de azul de tetrazolio (NBT). Hoy en dia, con

la citometria de flujo se evallia la actividad del complejo
NADPH oxidasa midiendo la conversion de dihidrorodamina-
123 (DHR) a rodamina-123 en fagocitos activados. Esta
prueba es diagndstica para la mayoria de los pacientes
(excepto en la deficiencia primaria de mieloperoxidasa), y
también puede ayudar a diferenciar entre las dos formas
mas comunes, EGC ligada al X (defecto de gp91P") y EGC
autosdmica recesiva (defecto de p47phox)°,

El objetivo de este trabajo es dar a conocer mediante la
descripcion de un caso clinico de EGC una mutacién nueva
y su caracterizacion funcional y molecular, asi como ofrecer
un diagndstico prenatal rapido y consejo genético ante un
segundo embarazo.

Caso clinico

Se trata de un nino de 6 anos, hijo de padres espanoles que
es derivado para descartar una inmunodeficiencia primaria.
Sin antecedentes familiares previos de EGC. Antecedentes
personales: a la edad de dos afos, desarrolldo un absceso
latero-cervical izquierdo que necesité drenaje quirurgico.
Posteriormente, entre los tres y los cinco anos de vida
desarrollé multiples infecciones bacterianas de repeticion:
neumonias, sinusitis, otitis media aguda y abscesos (incluido
un absceso periamigdalino). Present6 ocasionalmente fistu-
las perianales. No se objetivd retraso pondero-estatural. En
el estudio inmunologico basico se observd hipergammaglo-
bulinemia y poblaciones linfocitarias normales.

Considerando los antecedentes personales del paciente
se sospechd una deficiencia de células fagociticas y se rea-
liz6 estudio por citometria de flujo de la actividad NADPH
oxidasa (test DHR) (Burstest, BD biosciences, Madrid, Spain)
tanto al paciente como a los padres’.

Ademas, se extrajo ADN gendmico y ARN de sangre perifé-
rica del paciente y de sus padres. Se realizd la amplificacion
de los 13 exones (junto con las zonas de unidn exon-intrén)
del gen CYBB mediante PCR y posteriormente dichos ampli-
ficados se secuenciaron directamente en un secuenciador
automatico (Applied Biosystem 3100 Avant). EL ADN fetal se
extrajo de los amniocitos obtenidos de la funiculocentesis
a las 14 semanas de gestacion. Asimismo, se realizo analisis
de los polimorfismos HLA, demostrandose que el ADN obte-
nido de los amniocitos era de origen fetal y no presentaba
contaminacion de origen materna8.

Resultados y discusion

La prueba DHR en el paciente demostroé la ausencia de la
actividad de la NADPH oxidasa y por tanto confirmé la EGC. El
patron DHR materno mostré una distribucion bimodal corres-
pondiente a su estado de portadora y en el caso del padre
la prueba DHR resultd ser normal como en el control sano
(fig. 1)°. Por tanto, se pudo concluir que la forma de heren-
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Figura 1

cia de EGC era ligada al cromosoma X y que el componente
proteico alterado era gp91P"°* codificado por el gen CYBB.
En este momento, se nos informo del nuevo embarazo de la
madre (feto vardn). Ante el riesgo de que el feto también
padeciera la EGC, rapidamente, se realizé una bisqueda de
mutaciones en el paciente a lo largo de los 13 exones y de
las uniones intrén-exon del gen CYBB.

Mediante secuenciacion directa se identifico un cambio
que producia una sustitucion de A>G en la posicion +4 del
intron 6 (1VS6 + 4A>G) de la secuencia del paciente con res-
pecto a la secuencia normal publicada. Ademas, se identificd
el mismo cambio en uno de los dos alelos de su madre.
Esta mutacion no estaba descrita anteriormente en las bases
de datos y con el objetivo de confirmar que esta altera-
cion (IVS6 +4A>G) era realmente una mutacion causante de
EGC (y no un polimorfismo) se descartd su presencia en
50 controles espaioles sanos (fig. 2A)

Ademas, se sospecho6 que esta sustitucion de nucledtido
encontrada en el paciente (IVS6+4A>G) podria afectar al
procesamiento del ARN, debido a que esta posicion es alta-
mente conservada en las especies eucariotas'®. Este hecho
fue confirmado a través de una RT-PCR (fig. 2B) obteniendo
un ADNc anormalmente mas corto que el esperado. Poste-
riormente, se realizo la secuenciacion de este amplificado
y se confirmé la ausencia del exon 6 (fig. 2C). Por tanto,
esta mutacion nueva (IVS6 + 4A>G) causa un procesamiento
incorrecto del ARN observandose que al finalizar el exon 5
comienza el exon 7 con ausencia completa del exén 6. La
secuencia de ADN del paciente se envio al GenBank con el
N.° GU248714.

La mutacion provoca que esta zona conservada entre el
exon 6-intron 6 (fig. 2C) no se reconozca como tal y se
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Prueba DHR en el paciente, madre, padre y control sano.

produzca la delecion del exon 6 completo. Otros autores
(Heyworth et al'' y Barese et al'?) han descrito una muta-
cion (IVS6 +5G>C) en una posicion distinta a la encontrada
en nuestro paciente aunque muy cercana y que también
provocaba, como en nuestro caso, la delecion del exon 6
y cuya consecuencia era la ausencia del citocromo bssg y un
fenotipo de los pacientes X91°.

Una vez detectada la alteracion molecular y confir-
mado que era la responsable de la enfermedad se realizo
el diagnostico prenatal de EGC ligada al X en la muestra
fetal mediante secuenciacion directa, evaluando el cam-
bio descrito (IVS6 +4A>G) (fig. 2A). De esta manera se pudo
responder al consejo genético solicitado para el segundo
embarazo.

En la actualidad hay mas de 300 mutaciones descri-
tas en el gen CYBB y se han registrado en la XCGDbase
(http://bioinf.uta.fi/CYBBbase). La mayoria de las muta-
ciones estan distribuidas en los 13 exones y en las uniones
intron-exon; casi 200 de estas mutaciones son Unicas. Las
mutaciones de los sitios de procesamiento del ARN repre-
sentan cerca del 10% de ellas"'3.

En resumen, en los casos de EGC es necesario un estu-
dio molecular rapido que permita obtener un diagnoéstico de
certeza para el correcto tratamiento del paciente, permi-
tiendo al mismo tiempo ofrecer un diagndstico prenatal y
consejo genético en futuros embarazos.
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Figura 2  Caracterizacion molecular de la mutacion en el gen CYBB. A) Representacion esquematica del gen y secuencias de

ADN de la mutacion (IVS6é + 4A>G) encontrada en el paciente, feto, madre portadora, padre y control sano. B) Amplificacion por
RT-PCR entre el exon 5 y el exon 7 en el paciente (amplificado mas acortado debido a la delecion del exon 6), madre portadora
(con 2 bandas), padre y control sano. C) Secuencia de ADNc del paciente mostrando la delecion del exon 6.

de la Fundacion Biomédica del Hospital Universitario 12 de

Octubre.

Conflicto de intereses

Los autores declaran no tener ningin conflicto de intereses.

Agradecimientos

A la Dra. M.2 Carmen Otero por enviarnos esta familia para
estudio de inmunodeficiencia, al Dr. J. M. Millan por enviar-
nos las muestras de amniocitos y a Maria JesUs Torres,
Maria José Diaz-Madroiiero, Miguela Merchén, Isabel Castroy
Carmen Dominguez por su excelente ayuda técnica.

Bibliografia

1. Van den Berg J, Van Koppen E, Ahlin A, Belohradsky B,
Bernatowska E, Corbeel L, et al. Chronic Granulomatous
Disease: The European Experience. PLoS ONE. 2009;4:e5234.

2.

Notarangelo L, Fischer A, Geha R, Casanova JL, Chapel H, Con-
ley M, et al. Primary immunodeficiencies: 2009 update from
the International Union of Immunological Societies Expert Com-
mittee on Primary Immunodeficiencies. J Allergy Clin Immunol.
2009;120:776—94.

. Roos D, Kuijpers TW, Curnutte JT. Chronic granulomatous

disease. En: Ochs HD, Smith CIE, Puck JM, editors. Primary
immunodeficiency diseases. Nueva York: Oxford University
Press, Inc; 1999. p. 525—49.

. Di Matteo G, Giordani L, Finocchi A, Ventura A, Chiriaco M,

Blancato J, et al. Molecular characterization of a large cohort
of patients with Chronic Granulomatous Disease and identifi-
cation of novel CYBB mutations: An italian multicenter study.
Mol Immunol. 2009;46:1935—41.

. Dinauer MC. Chronic granulomatous disease and other disorders

of phagocyte function. Hematol Am Soc Hematol Educ Program.
2005;1:89—95.

. Jirapongsananuruk O, Malech HL, Kuhns DB, Niemela J, Brown

M, Anderson-Cohen M, et al. Diagnostic paradigm for evaluation
of male patients with chronic granulomatous disease, based
on the dihydrorhodamine 123 assay. J Allergy Clin Immunol.
2003;111:374-9.

. Vowells SJ, Sekhsaria S, Malech HL, Shalit M, Fleisher

T. Flow cytometric analysis of the granulocyte respiratory



Prenatal en enfermedad granulomatosa crénica

265

10.

burst: a comparison study of fluorescent probes. J Immunol.
1995;178:89—-97.

. Mancebo E, Bernardo |, Castro MJ, Fernandez Martinez F,

Barreiro E, De-Pablos P, et al. Rapid molecular prenatal diagno-
sis of ataxia-telangiectasia by direct mutational. Prenat Diagn.
2007;27:861—4.

. Anderson-Cohen M, Holland SM, Kuhns DB, Fleisher TA, Ding

L, Brenner S, et al. Severe phenotype of chronic granuloma-
tous disease presenting in a female with a de novo mutation in
gp91-phox and a non familial, extremely skewed X chromosome
inactivation. Clin Immunol. 2003;109:308—17.

Ast G. How did alternative splicing evolve? Nat Rev Genet.
2004;5:773—-82.

1.

12.

13.

Heyworth P, Curnutte J, Rae J, Noack D, Roos D, Van Koppen E,
et al. Hematologically important mutations: X-linked chronic
granulomatous disease (second update). Blood Cells Mol Dis.
2001;27:16—26.

Barese C, Copelli S, Di Mateo E, Zandomeni R, Salgueiro F,
Di Giovanni D, et al. Molecular Characterization of a novel
splice site mutation within the CYBB gene leading to X-linked
chronic Granulomatous Disease. Pediatr Blood Cancer. 2005;44:
420-2.

Cale CM, Morton L, Goldblatt D. Cutaneous and other lupus-
like symptoms in carriers of X-linked chronic granulomatous
disease: incidence and autoimmune serology. Clin Exp Immu-
nol. 2007;148:79—84.



	Diagnstico prenatal y nueva mutacin en enfermedad granulomatosa crnica ligada al cromosoma X
	Introduccin
	Caso clinico
	Resultados y discusin
	Financiacin
	Conflicto de intereses
	Agradecimientos
	Bibliografía


