Articulo original

Colegi .
v | B8 Rovisw [

Inmunologia Clini . .
“YAlegia A.C.|cmica  Alergia México

Deficiencia de adhesion leucocitaria: deteccion de los primeros casos en

Paraguay

Leucocyte adhesion deficiency: detection of the first cases in Paraguay

Diana Sanabria," Vivian Giménez," Celia Martinez-de Cuellar,? Sara Benegas,' Ana Maria Godoy," Maria Mercedes Carpinelli," Guadalupe Olmedo,? Sandra De los Santos?

"Universidad Nacional de Asuncidn, Ins-
tituto de Investigaciones en Ciencias de
la Salud, Departamento de Inmunologia,
San Lorenzo, Paraguay.

2Ministerio de Salud Piblica y Bienestar
Social, Instituto de Medicina Tropical,
Centro Nacional de Referencia de
Inmunodeficiencias Primarias, Asuncion,
Paraguay.

3Ministerio de Salud Piblica y Bienestar
Social, Banco de Sangre del Centro Médi-

co Hospital Nacional, Itaugua, Paraguay

Recibido: 07-06-2022
Aceptado: 22-10-2022
Publicado: 01-02-2023

DOI: 10.29262/ram.v69i3.1131

Correspondencia:
Diana Sanabria

dsanabria@iics.una.py

ORCID

Diana Sanabria
0000-0003-3287-4717
Vivian Giménez
0000-0003-1013-3942
Celia Martinez de Cuellar
0000-0003-3683-590X
Sara Benegas
0000-0002-0270-2837
Ana Maria Godoy
0000-0003-2575-3079
Maria Mercedes Carpinelli
0000-0002-5884-7517
Guadalupe Olmedo
0000-0003-2551-4836
Sandra De los Santos

0000-0001-5499-3691

Resumen

Objetivo: Implementar la técnica diagndstica para deficiencia de adhesion leucocitaria mediante la evaluacion de la
expresion de CD18 y CD15 en pacientes sanos y con sospecha clinica de la enfermedad.

Métodos: Estudio observacional, descriptivo y transversal, llevado a cabo en pacientes pediatricos sanos que acu-
dieron al Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud y pacientes de hospitales piblicos con sospecha clinica
de deficiencia de adhesion leucocitaria. Se evaluaron las moléculas CD18 y CD15 en leucocitos periféricos por cito-
metria de flujo, con la intencion de estadarizar un rango normal en pacientes sanos. Se estableci6 el diagnéstico de
deficiencia de adhesion lecuocitaria, segln la expresion disminuida de CD18 o0 CD15.

Resultados: Se evaluaron 60 pacientes pediatricos: 20 aparentemente sanos y 40 con sospecha clinica de deficien-
cia de adhesion leucocitaria; 12 de 20 pacientes sanos fueron varones (mediana de edad: 14 afios) y 27 de 40 con
sospecha de la enfermedad fueron mujeres (mediana de edad: 2 afios). Predominaron la leucocitosis persistente y
las infecciones respiratorias (32%). La expresion de CD18 y CD15 en pacientes sanos fue del 95-100% y en pacien-
tes con sospecha de deficiencia de adhesion leucocitaria de 0-100%. Se identific una paciente con 0% de expresion
de CD18 (LAD-1) y otro con 0% de CD15 (LAD-2).

Conclusiones: La evaluacién de las moléculas CD18 y CD15 permitié detectar los primeros casos de deficiencia
de adhesion leucocitaria en Paraguay, que sirve de precedente y pone a punto la técnica para el diagnéstico de la

enfermedad a nivel local.

Palabras clave: Sindrome de deficiencia de adhesion leucocitaria; Moléculas de adhesion celular; Citometria de

flujo; leucocitosis.

Abstract

Objective: To implement the diagnostic technique for leukocyte adhesion deficiency (LAD) by evaluating the ex-
pression of CD18 and CD15 in healthy patients and in a group with clinical suspicion.

Methods: Observational, descriptive, and cross-secctional study, carried out in pediatric patients attended in the
Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud, and patients from public hospitals with clinical suspicion of
LAD were studied. The molecules CD18 and CD15 in peripheral blood leukocytes was evaluated by flow cytometry,
establishing a normal range in healthy patients. The presence of LAD was established by decreased expression of
CD18 or CD15.

Results: Sixty pediatric patients were evaluated: 20 apparently healthy and 40 with clinical suspicion of leukocyte
adhesion deficiency; 12 of 20 healthy patients were male (median age: 14 years) and 27 of 40 with suspected dis-
ease were female (median age: 2 years). Persistent leukocytosis and respiratory tract (32%) infections predominat-
ed. The expression range of CD18 and CD15 in healthy patients was 95%-100%, and in patients with clinical suspi-
cion it was 0%-100%. One patient with 0% of CD18 (LAD-1) and one patient with 0% of CD15 (LAD-2) were detected.
Conclusions: The implementation of a new diagnostic technique allowed to establish a normal range of CD18 and

CD15 by flow cytometry, and it was possible to detect the first two cases of LAD in Paraguay.

Keywords: Leukocyte adhesion deficiency syndrome; Cell adhesion molecules; Flow cytometry; leukocytosis.
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Introduccion

Las inmunodeficiencias primarias, actualmente
denominadas errores innatos de la inmunidad, son
trastornos genéticos poco frecuentes, crénicos y se-
veros del sistema inmunitario, caracterizados por au-
mento de la susceptibilidad a infecciones, reacciones
inflamatorias, autoinmunidad, malignidad y alergias, y
se clasifican en: inmunodeficiencias de la inmunidad
celular y humoral, deficiencias predominantes de an-
ticuerpos, defectos congénitos del numero o funcion
de fagocitos entre otras deficiencias.'?

Dentro de los defectos de fagocitos se describe una
enfermedad con incidencia aproximada de 1:100,000
nacidos vivos denominada deficiencia de adhesién
leucocitaria (LAD, de “Leucocyte adhesion deficiency”,
por sus siglas en inglés), caracterizada por alteracion
en la migracién de los leucocitos desde los vasos san-
guineos al sitio de inflamacién, manifestandose clini-
camente con retraso en la caida del cordén umbilical,
onfalitis e infecciones bacterianas recurrentes de la
piel y las mucosas,** ademas de leucocitosis persis-
tente en la sangre periférica, debido a la incapacidad
de los leucocitos para adherirse al endotelio vascular
y migrar al tejido.>®

La deficiencia de adhesién leucocitaria se clasifica
en tipo 1 (LAD-1), tipo 2 (LAD-2) y tipo 3 (LAD-3). La
LAD-1 es un desorden autosomico recesivo provoca-
do por mutaciones en el gen ITGB2 que codifica para
la cadena B (CD18) de las integrinas B2, esenciales
para la adhesion de los leucocitos al endotelio vascu-
lary la extravasacion.” La LAD-2 es causada por muta-
ciones en el gen SLC35C1, que conduce a la expresion
defectuosa de glicanos fucosilados, como el ligando
de selectinas SLeX (CD15), que interviene en el roda-
miento de los leucocitos sobre el endotelio vascular.®
La citometria de flujo es una técnica util en el diag-
néstico de la enfermedad, donde se observa dismi-
nucién o ausencia de CD18 (LAD-1) o CD15 (LAD-2)
en la superficie de los leucocitos.®° La confirmacion
molecular es importante para el consejo genético a la
familia; no obstante, presentaria mayor dificultad de
implementacion en paises de escasos recursos.

La mayor parte de los estudios asociados con de-
ficiencia de adhesién leucocitaria provienen de paises
como India, Iran y Turquia,>*'! y son escasos en Lati-
noameérica.'>** El primer caso en América del Sur fue
reportado en 2012.*% La Sociedad Latinoamericana
para Inmunodeficiencias (LASID) registra actualmente
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20 casos de LAD-1y 2 de LAD-2.1¢ En general, son al-
teraciones poco sospechadas y diagnosticadas. En Pa-
raguay, el Instituto de Investigaciones en Ciencias de
la Salud (IICS), de la Universidad Nacional de Asuncion
(UNA), es el Uinico centro que ofrece pruebas para la de-
teccion de inmunodeficiencias primarias; sin embargo,
el método para diagnosticar la deficiencia deficiencia de
adhesidén leucocitaria no se encuentra disponible y no
existen casos reportados hasta la fecha.

El objetivo de este estudio fue implementar la téc-
nica diagnostica para LAD-1y LAD-2, mediante la eva-
luacion de las moléculas CD18 y CD15 por citometria
de flujo en pacientes pediatricos sanos y con sospe-
cha clinica de deficiencia de adhesién leucocitaria.

Métodos

Estudio observacional, descriptivo y de corte trans-
versal, llevado a cabo en pacientes menores de 18
afos, aparentemente sanos, y en pacientes con sos-
pecha clinica de deficiencia de adhesion leucocitaria.

Pacientes pediatricos sanos

Este grupo se estudio con el proposito de obtener
los valores de referencia (normales) para las molécu-
las CD18 y CD15 en sangre periférica por citometria
de flujo, lo que represento la estandarizacion y puesta
a punto de la técnica diagndstica para deficiencia de
adhesion leucocitaria en nuestro laboratorio. En 2017
se incluyeron los pacientes pediatricos aparentemen-
te sanos, segun los siguientes criterios: 2 a 17 afos,
ambos géneros, que acudieron al centro de investiga-
cion (IICS-UNA) con indicacion médica para el analisis
de rutina por control general de salud o motivo prequi-
rdrgico y buen estado general de salud los siete dias
previos al analisis. Se excluyeron los pacientes que
refirieron fiebre, resfriado, infecciones, consumo de
antibioticos, analgésicos o antigripales siete dias pre-
vios al analisis, hospitalizacién tres meses previos al
estudio, y quienes contaban con diagndstico de alguna
enfermedad inmuno-hematoldgica.

Pacientes con sospecha clinica de deficiencia de
adhesion leucocitaria

Los pacientes fueron seleccionados por médicos
especialistas (infectologia y asma, alergia e inmu-
nologia pediatricas) del Instituto de Medicina Tro-
pical-IMT (Ministerio de Salud Publica y Bienestar
Social-MSPyBS) y del Hospital de Clinicas (Facultad
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de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de
Asuncion-UNA). Se remitieron al centro de investi-
gacion (IICS-UNA) entre 2017-2019 y se incluyeron
considerando los siguientes criterios: edad menor de
18 afos, ambos géneros, coexistencia de leucocito-
sis persistente en sangre periférica (=15000/mm?
en ausencia de infeccion y/o fiebre) y al menos una
manifestacion clinica sugerente de deficiencia de
adhesion leucocitaria: retraso en la caida del cordon
umbilical (>15 dias de nacido), onfalitis, infecciones
bacterianas o flngicas recurrentes en la piel o las mu-
cosas, abscesos en la piel o los érganos, infecciones
recurrentes de la via respiratoria inferior (bronquitis,
neumonias), periodontitis u osteomielitis recurren-
tes. Se excluyeron los pacientes con diagndstico de
enfermedad inmunolégica y/o hematoldgica.

Marcaje de leucocitos de sangre periférica con
anticuerpos monoclonales

La sangre venosa entera-EDTA (50 ul) fue dis-
pensada en tres tubos comerciales para citometria
de flujo (Falcon™, ThermoFisher, USA). A uno de los
tubos se agregd 10 ul de anticuerpo monoclonal an-
ti-CD18-FITC (ImmunoStep, Salamanca, Espaiia),
a otro se adicion6 10 uL de anticuerpo monoclonal
anti-CD15-PE (ImmunoStep, Salamanca, Espana)
y otro mas sirvid como control negativo (sin anti-
cuerpo monoclonal). Los tubos se agitaron durante
10 segundos con vortex y se incubaron por 15 mi-
nutos a temperatura ambiente protegidos de la luz.
Luego se realizd la lisis de los hematies con 1 mL de
FACS-Lysing (Becton Dickinson, San José CA, USA)
diluido 1:20, incubandose por 20 minutos a tempera-
tura ambiente y se protegieron de la luz. Después de
centrifugar por 5 minutos a 1500 rpm, se eliminé el
sobrenadante y se resuspendio el sedimento de los
leucocitos con 1 mL de FACS-flow (Becton Dickinson,
San José CA, USA).

Evaluacion de las moléculas CD18 y CD15 por
citometria de flujo

El andlisis de expresién de CD18 y CD15 se realizd
por adquisicion de los tubos procedentes de la marca-
cion previa con anticuerpos monoclonales y el control
negativo, utilizando un citémetro de flujo de tres co-
lores (FACSCalibur, Becton Dickinson, USA) y median-
te el programa CellQuest. Se evalud la poblacion de
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granulocitos (neutrofilos), delimitando la region don-
de se ubicaron en el grafico de FSC (dispersién frontal
de luz) vs SSC (dispersion lateral de luz), contando un
minimo de 10,000 eventos por tubo analizado, y me-
diante un histograma de fluorescencia se determiné el
porcentaje de células que expresaron CD18 y CD15 en
dicha region, valores que correspondieron al grado de
expresion de las moléculas de adhesion leucocitaria
estudiadas. Previamente se ajustaron los voltajes re-
queridos para los detectores de FSC, SSC, FL-1 (fluo-
rescencia de FITC) y FL-2 (fluorescencia de PE), con la
finalidad de optimizar el analisis.

Caracterizacion clinico-demografica de
pacientes y definicién de LAD

En el grupo de pacientes con sospecha clinica de
deficiencia de adhesién leucocitaria se aplico un cues-
tionario para recolectar los datos de: edad, género,
procedencia, situacion escolar, infeccidén recurrente,
edad de inicio de las infecciones, cantidad de infec-
ciones y hospitalizaciones (Ultimo ano), recuento de
leucocitos y porcentaje de neutréfilos en sangre peri-
férica (Ultimo hemograma en la ficha clinica), y ante-
cedentes familiares de inmunodeficiencias primarias.
Se establecio el diagndstico de deficiencia de adhe-
sidn leucocitaria en pacientes con leucocitosis persis-
tente en sangre periférica e historia clinica de compli-
caciones del cordén umbilical (separacién tardia y/u
onfalitis) y/o infecciones recurrentes-severas de la
piel o las mucosas luego de registrarse la disminucion
de la expresién de CD18 para LAD-1 o de CD15 para
LAD-2.1217

Consideraciones éticas

Los procedimientos se efectuaron en apego a las
normas éticas, Reglamento de la Ley General de Salud
en Materia de Investigacion para la Salud y la Decla-
racion de Helsinki. Se obtuvo el consentimiento in-
formado del responsable (padre, madre o encargado)
de cada paciente pediatrico, y se respeté en todo mo-
mento la confidencialidad de los datos. Los pacientes
con valores bajos de CD18 o CD15 fueron remitidos
con un médico especialista en inmunodeficiencias pri-
marias para establecer el diagnostico y tratamiento
(IMT-MSPyBS) de la enfermedad. El protocolo de in-
vestigacion fue aprobado por el Comité de Etica del
IICS-UNA (Cdédigo P04/2017).
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Andlisis estadistico

Los datos se analizaron con el programa SPSS
version 21 (IBM Corp. NY, US). Se aplicd estadisti-
ca descriptiva utilizando medianas y rangos para las
variables continuas, mientras que para las variables
categoricas se emplearon frecuencias absolutas (n)
y porcentajes (%). En el grupo de pacientes sanos se
calculo el intervalo de referencia (normal) para el por-
centaje de expresién de CD18 y CD15 mediante los
percentiles P, (limite inferior) y Pors (limite superior);
en pacientes con sospecha clinica de deficiencia de
adhesién leucocitaria, los valores por debajo de este
limite se consideraron compatibles con la manifesta-
cién de la enfermedad.

Resultados

Caracterizacion de los pacientes

Se evaluaron 60 pacientes pediatricos: 20 aparen-
temente sanos y 40 con sospecha clinica de deficien-
cia de adhesion leucocitaria. En el grupo de pacientes
sanos, estudiado para poner a punto la técnica diag-
néstica de deficiencia de adhesién leucocitaria por ci-
tometria de flujo, el 60% fueron hombres y la mediana
de edad fue de 14 anos (rango: 7-15). En el grupo de
pacientes con sospecha de deficiencia de adhesion
leucocitaria, evaluado con la finalidad de detectar ca-
sos de la enfermedad, predominé el género femenino
(68%), la mediana de edad fue de 2 afos y la mayoria
provenia de la ciudad de Asuncidn (Capital del pais) o
del Departamento Central (ciudades no muy distantes
de la Capital). En estos ultimos se observo leucocito-
sis en sangre periférica y predominaron las infeccio-
nes de la via respiratoria inferior (32%) y de la piel
(25%), con mediana de 1 ano de edad para el inicio de
las infecciones (Cuadro 1).

Moléculas de adhesion leucocitaria en los
pacientes pediatricos evaluados

Los niveles de expresion (%) de las moléculas CD18
y CD15 en la superficie celular de los neutrdéfilos se
evaluaron por citometria de flujo. En los pacientes pe-
diatricos sanos se observo un intervalo de 96 a 100%
para CD18 y de 95 a 100% para CD15. En los sujetos
con sospecha de deficiencia de adhesién leucocitaria,
el rango fue de 0 a 100% para ambas moléculas. En el
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Cuadro 2 se enlista la expresién de CD18 y CD15 de la
poblacion de estudio. El intervalo establecido por los
percentiles P, .y P,, . en los pacientes sanos se consi-
derd el rango de referencia (normal) para la expresién
de estas moléculas.

Deteccidn de deficiencia de adhesion leucocitaria
tipo 1y tipo 2

En los pacientes pediatricos con sospecha de defi-
ciencia de adhesién leucocitaria se encontrd 1 caso de
un paciente de género femenino con 0% de expresion
de la molécula CD18y 1 paciente de género masculino
con 0% de la molécula CD15, es decir, ausencia total
de las moléculas en la superficie de los neutrofilos en
sangre periférica. Estos hallazgos indicaron la presen-
cia de LAD-1y LAD-2, respectivamente. En la Figura 1
se muestran los resultados obtenidos por citometria de
flujo para la expresién de CD18 y CD15 en un paciente
pediatrico sano (Figura 1A), en la nifia con LAD-1 (Figu-
ra1B)y en el nifio con LAD-2 (Figura 1C). En el pacien-
te sano se observé expresion normal de CD18 y CD15,
evidenciada por la sefial (pico) de fluorescencia despla-
zada ala derecha en los histogramas; sin embargo, este
desplazamiento de fluorescencia no se observé para la
expresion de CD18 en la paciente con LAD-1 ni para la
expresion de CD15 en el paciente con LAD-2, lo que in-
dica ausencia total de las moléculas en los neutrofilos
periféricos, y permite establecer el diagndstico de de-
ficiencia de adhesion leucocitaria en ambos pacientes.

Caracterizacién de los pacientes con deficiencia
de adhesion leucocitaria

En el Cuadro 3 se observan las caracteristicas de-
mograficas, clinicas e inmuno-hematoldgicas de los
pacientes con LAD-1y LAD-2. La edad al momento del
diagndstico de la paciente con LAD-1 fue de 3 meses,
en cambio, el retraso en el diagnostico se observo en
el paciente con LAD-2 de 12 anos. Ambos tuvieron
leucocitosis en sangre periférica (superior a 30,000/
mm?3), ademas de infecciones recurrentes-severas de
la piel y de la via respiratoria inferior. En el paciente
con LAD-2 se documenté periodontitis, retraso del
crecimiento y retardo mental, necesidad de cuidados
intensivos (UTI), reaccion postrasfusion sanguinea y
evidencia de fenotipo Bombay por ausencia del anti-
geno-H en los eritrocitos.
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Discusion

La deficiencia de adhesién leucocitaria es un des-
orden excepcional de los leucocitos, caracterizada por
migracion defectuosa de los vasos sanguineos al sitio
de inflamacion.*® Se describen tres tipos: LAD-1, LAD-
2y LAD-3, este ultimo supone la forma mas rara. Cada

subtipo se distingue por expresion genética, inmuno-
légica y clinica especificas, aunque todos cursan con
infecciones recurrentes y severas.'” En este estudio
se determind la expresion de CD18 y CD15 en pacien-
tes sanos y se estandarizé la técnica diagnostica para
deficiencia de adhesién leucocitaria por citometria de

Cuadro 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes pediatricos con sospecha clinica de deficiencia de adhesion leucocitaria

(n=40).

Caracteristicas

Edad al momento del estudio (en afios)

Edad de inicio de infecciones (en afios)

Ne° de infecciones (ultimo afio)

N° de hospitalizaciones (ultimo afio)

Recuento de leucocitos en sangre periférica (x10° /mm?3)

% neutrdéfilos en sangre periférica (de la férmula leucocitaria)
Género

Femenino / masculino

Procedencia

Asuncién o Departamento Central

Ciudades del interior del pais

Situacion escolar (n=11)"

Asiste de forma irregular™ por infecciones recurrentes
Abandond la escuela por infecciones recurrentes

Tipo de infeccion

Infecciones de la via respiratoria inferior (bronquitis y/o neumonia)
Infeccion de piel

Abscesos en piel/érganos

Adenopatias

Complicaciones del cordon umbilical®

Antecedente familiar relacionado con inmunodeficiencia primaria
Muerte infantil temprana

Caso de inmunodeficiencia primaria en la familia

Mediana (rango total)
2(0,1-16)
1(0,1-7)
3(2-6)
2(1-4)

19 (16 - 65)

73 (48 -179)

n (%)

27 (68) /13 (32)

23 (58)
17 (42)

6 (54)
1(9)

13 (32)
10 (25)
7 (18)
5(12)
5(12)

4 (10)
2(5)

" nifos de 5 a 12 anos de edad; " ausencias frecuentes; T: separacion tardia y/u onfalitis.

Cuadro 2. Expresion (%) de las moléculas de adhesion leucocitaria en pacientes pediatricos sanos y con sospecha clinica de deficiencia

de adhesion leucocitaria (n=60).

Molécula de adhesion Pacientes

leucocitaria sanos (n=20)
Mediana (Rango total)
% CD18 100 (96 - 100)
% CD15 99 (95 - 100)

%: porcentaje; P: percentil
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Pacientes con sospecha
de LAD (n=40)

PysPors Mediana (Rango total)
96 - 100 99 (0-100)
95-100 97 (0 -100)
Rev Alerg Mex. 2022;69(3):109-118
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Figura 1. Diagramas de puntos e histogramas de fluorescencia por citometria de flujo para la expresién (%) de las moléculas CD18 y CD15 en
la superficie de neutrdéfilos de sangre periférica: (A) Desplazamiento normal de la sefal (pico) de fluorescencia en los histogramas de CD18
(99% de expresion) y CD15 (98% de expresion) de un paciente pediatrico sano; (B) sin desplazamiento del pico de fluorescencia para la
molécula CD18 (0% de expresion) en la paciente con LAD-1; (C) sin desplazamiento de fluorescencia para la molécula CD15 (0% de expre-
sion) en el paciente con LAD-2. R1: regidn evaluada de granulocitos neutrdfilos; M1: sefial (pico) de fluorescencia que indica el porcentaje de
expresion de las moléculas CD18 y CD15.
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flujo, estableciendo un intervalo normal de 95 a 100%
para las moléculas. Este rango normal es el primero
reportado en nuestro medio. Los estudios efectuados
en Chile®® y México'*?° reportaron valores préximos a
100% de CD18 y CD15 en controles sanos. Es impor-
tante que cada laboratorio establezca sus valores de
referencia, porque pueden variar segun la poblacion
evaluada, la metodologia y los equipos utilizados, in-
cluso la interpretacion de los resultados permite to-
mar decisiones diagndsticas y terapéuticas.?*

La evaluacion de pacientes con sospecha clinica de
deficiencia de adhesion leucocitaria, como parte del
proceso de implementacién de la técnica diagnostica,
permitié detectar dos casos de la enfermedad. En una
nina de 3 meses de edad, con leucocitosis periférica
persistente e infecciones recurrentes-severas, se ob-
servé 0% de expresion de CD18 y fue diagnosticada

Cuadro 3. Caracterizacion de los pacientes con LAD-1y LAD-2.
Caracteristicas

Demograficas

Edad de inicio de infecciones

Edad al diagndstico

Género

Procedencia

Situacioén escolar
Inmunolégicas-hematoldgicas
Nivel de expresion de CD18

Nivel de expresion de CD15
Leucocitos /mm?3 (% neutrdfilos)
Hemoglobina (g/dL)/Hematocrito (%)
Grupo sanguineo”0” RH (antigeno-H)
Clinicas

Infecciones de piel/abscesos

Infecciones de la via respiratoria inferior
(bronquitis, neumonias)

Osteomielitis y periodontitis
Hospitalizaciones frecuentes/UTI
Complicaciones del cordon umbilical
Reaccion postrasfusion de sangre
Retraso del crecimiento y mental®
Autoinmunidad (AIJ)

Antecedente familiar de IDP®

Paciente con LAD-1

Depto. Central

con LAD-1. La deficiencia de adhesion leucocitaria
tipo 1 se clasifica en severa, moderada o leve, segun
niveles de CD18, y en la forma severa existe <2% de
expresion,® subtipo al que corresponde el caso detec-
tado en este estudio. Para LAD-1 se reporta la separa-
cion tardia del cordén umbilical, onfalitis, infecciones
bacterianas recurrentes de la piel o las mucosas, leu-
cocitosis periférica persistente, gingivitis y periodon-
titis,*%22 que en su mayor parte se observaron en la
paciente con LAD-1 de este estudio.

De 1975 a 2017 se han reportado cerca de 323 ca-
sos de LAD-1, principalmente en la India, IrAny Estados
Unidos.® Si bien el primer caso en América del Sur fue
reportado en 2012, en Paraguay no existia informa-
cidn de casos detectados al respecto. En caso de sos-
pecha clinica importante de LAD-1, es indispensable
llevar a cabo la determinacion de la expresion de CD18

Paciente con LAD-2

1 mes 6 meses
3 meses 12 anos
Femenino Masculino

Depto. Central

- Abandoné por infecciones

0% 100%
92% 0%
65000 (78) 34200 (79)
11,4/36 9,2/33

Positivo (H+) Positivo (H-), Bombay

+/+ +/+
+ +
- +

+/- +/+

Depto.: Departamento; UTI: unidad de terapia intensiva; AIJ: artritis idiopatica juvenil; IDP: inmunodeficiencia primaria; ®: con rasgos faciales distintivos; ®: muerte

infantil temprana en la familia
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y CD11, seguido de la confirmacién molecular;?*?* no
obstante, en paises con limitado acceso a los recursos
para el diagndstico e investigacién, la deteccion mo-
lecular presenta dificultades de implementacion vy la
citometria de flujo constituye una herramienta valiosa
para establecer el diagnostico. Es importante sospe-
chary diagnosticar oportunamente la enfermedad, con
la intencién de ofrecer un tratamiento profilactico para
las infecciones, y de esta forma mejorar el pronostico
de los pacientes.'” Una alternativa de tratamiento de-
finitivo en pacientes con deficiencia de adhesion leu-
cocitaria es el trasplante alogénico de células madre
hematopoyéticas,*” pero esta opcién no se encuentra
disponible atin en Paraguay.

En este estudio se detectd un paciente de 12 aios
con LAD-2, cuya caracteristica clinico-inmunoldgica
permitié establecer el diagnostico, observandose 0%
de expresiéon de CD15 por citometria de flujo. LAD-2
se origina por un defecto en el transportador de fuco-
sa del Golgi y la fucosilacion de glicoproteinas se en-
cuentra alterada, sobre todo SLeX (CD15), un ligando
de selectinas que interviene en el rodamiento de los
leucocitos sobre el endotelio vascular.®?® En todo el
mundo se han reportado menos de 20 casos de LAD-
2.482526 Para esta deficiencia se describen infecciones
pulmonares y periodontitis severa, rasgos faciales
caracteristicos (punta nasal ancha, lengua protube-
rante y mandibula prominente), malformaciones fisi-
cas, baja estatura y retraso psicomotor,?>?” asi como
retraso mental y del crecimiento.’” La mayor parte de
estas caracteristicas clinicas fueron observadas en el
paciente con LAD-2 de este estudio. También se han
reportado complicaciones autoinmunitarias en suje-
tos con deficiencia de adhesion leucocitaria;?® en el
paciente con LAD-2 se documentd artritis idiopatica
juvenil.

La citometria de flujo es una técnica util en la de-
teccion de LAD-2, para demostrar la ausencia de la
molécula SLeX (CD15) en la superficie de los leucoci-
tos; ademas, los pacientes carecen del antigeno-H en
la superficie de los eritrocitos, resultando en el fenoti-
po Bombay.* En el paciente con LAD-2 de este estudio
no se detectd el antigeno-H; por tanto, fue compati-
ble con el fenotipo Bombay, y corresponde al primer
caso detectado en Paraguay. Este hallazgo supone un
dato relevante para trasfusiones sanguineas, pues los
pacientes con fenotipo Bombay solo pueden recibir
sangre del mismo fenotipo,? debido a la posibilidad de
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reaccion severa postrasfusion, que fue observada en
nuestro paciente con LAD-2, en un episodio de hos-
pitalizacién previo al diagnostico y evaluacién del an-
tigeno-H.

Las limitaciones de este estudio se asocian con el
tamano reducido de la muestra (solo se estudiaron 40
pacientes con sospecha clinica de deficiencia de ad-
hesién leucocitaria); sin embargo, se detectaron dos
casos de la enfermedad, lo que resulta relevante con-
siderando su baja frecuencia, e indica que los criterios
de seleccion fueron robustos y mejoraria la sospecha
y el diagnéstico. Otra limitante fue no evaluar la mo-
lécula CD11, porque se han reportado algunos casos
de LAD-1 (mutacién ITGB2) con expresién normal
de CD18, pero funcionalmente defectuoso, donde la
molécula CD11 funciona para establecer el diagnds-
tico.1»% La deteccion de LAD-3 deberia incluirse para
estudiar el gen FERMT3, porque no puede detectarse
por citometria de flujo. Es importante mencionar que
el diagnédstico definitivo se establece mediante el ana-
lisis de los genes ITGB2 para LAD-1 y SLC35C1 para
LAD-2; no obstante, el estudio de CD18 y CD15 por ci-
tometria de flujo, ademas de las manifestaciones clini-
cas del paciente, es de gran ayuda para el diagnostico,
sobre todo en centros donde la confirmacién genética
no esta disponible, y de esta forma pueda Iniciarse el
tratamiento profilactico, encaminado a reducir la fre-
cuencia y severidad de las infecciones. Por ultimo, los
pacientes estudiados tuvieron leucocitosis persisten-
te e infecciones recurrentes-severas, por tanto, deben
evaluarse otros componentes del sistema inmune en
busca de otras inmunodeficiencias primarias en suje-
tos con CD18/CD15 normales, ademas, pueden consi-
derarse las enfermedades alérgicas, hemato-oncolo-
gicas u otras alteraciones, segun las manifestaciones
clinicas observadas en todos los casos.

Conclusion

Este estudio implementd una nueva técnica diag-
néstica, mediante la evaluacion de las moléculas CD18
y CD15 por citometria de flujo en pacientes sanos, lo
que permitié su estandarizacidén para establecer el
diagndstico de deficiencia de adhesion leucocitaria.
La evaluacion de las moléculas también permitié de-
tectar los primeros casos de deficiencia de adhesion
leucocitaria en Paraguay, lo que sirve de precedente y
pone a punto la técnica para el diagndstico de la enfer-
medad a nivel local.
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