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ESTAN DARIZACIÓN D E UN MÉTODO D E CUANTIFICACIÓN DE 
CÍRCULOS DE ESCISIÓ DEL RECEPTOR DE LI NFOCITOS T POR PCR 

E TIEMPO REAL . 
RESUMEN 

INTRODUCCIÓ 

Las inmunodeficiencias combinadas severas (de sus siglas en inglés Severe Combi11ed 
Jnununodeficiency, SCID) son enfermedades en la cuales hay defec tos tanto en la inm unidad 
humoral como en la celular, los pacientes que la padecen son susceptib les a infecciones 
causadas por toda clase de microorga nismos. La demora en el d iagnós tico y en el tra tamiento 
adecuado de la SCID puede provocar la muerte a edades tempranas así como generar cos tos 
eleva dos debido a es tancias hospi talarias prolongada e ingresos a la unidad de cuidados 
in tensivos. El contar con un método diagnóstico que detecte a los pacientes con SCID en el 
pe riodo pre sintomático, es de gran va lor para iniciar un tratamien to oportuno y adecuado. 

El tamiz neonatal es el método que se ha empleado para realizar diagnós tico de 
enfermedades en el periodo neonatal y su implementación como pa rte del diagnostico de 
SCID se ha empezado a utilizar . 

La mad urac ión de los linfocitos T en el timo se caracteri za por el rearreglo de Jos genes 
del recep tor de linfocito T, d uran te este proceso se generan pequef\as p iezas de DNA 
episoma les Jo cuaJe on conocidos como "TREC's" (de su siglas en inglés T-ce/1 receptor 
excision eire/es, TRECs) . 

Lo pacientes con SCID, presenta n una producción disminuida o practicamente a usente 
de linfocitos, tienen un número muy bajo (< 30) o indetectable de TREC's; a diferencia de los 
recién nacidos sanos, por lo que la cuantificación de estos elementos se ha empleado 
den trota miz neonatal para detección de SCID. 

OBJET IVO 

Estand arizar el método de cuantificación de círculos de escisión del receptor de 
li nfocito T (TREC's) por PCR en tiem po real para diagnóstico de inmunodeficiencia combinada 
severa. 

METODOLOGÍA 

Se realizará la e tanda rización de un método de cuantificación de TRECs por la técnica 
de PCR en tiempo real, en muestras de recién nacido sanos y paciente con diagnóstico clínico 
de SCID para realizar curva de TRECs y /3 -ac tina. 

RESULTADOS 

Se definieron las condiciones adecuadas y la composición de la mezcla para amplificar 
las sec uencias de TRECs y /3 -ac tina. Poste riormente se pu rifica ron los ampl icones de cada gen 
pa ra clonar cada producto en un plá mido a i como la determinación de las condiciones de 
a lmacenamien to y estabilidad. Finalmen te en la muestra de un recién nacido sano, un paciente 
con d iagnó tico de SCID y un adul to sano se determina ron el número de copias de TRECs en 
mues tras de D A, encontrando que la muestra del paciente con SCID fue la ú ltima en 
amplificar. 

CO CLUSIO ES 

Se desarrolló un método de cuantificación de TRECs confiable y reproducible, pero es 
necesa rio continuar con el estud io del mismo, así como su validación y correlación clínica con 
los resu ltados. 
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ANTECEDENTES 

SISTEMA INMUNO LÓGICO 

El sistema inmunológico es un sistema com plejo y especiali za do de células 

y órganos que tiene importantes funciones en el organismo, ayuda a proteger 

co ntra microorganismos pa tógeno y / o toxinas exte rnas, as í como am ena zas 

internas como el cáncer, además tiene mecanismos para poder discriminar entre 

lo propio y lo extraño. 

Exis ten varias líneas de defe nsa contra las patógenos; pueden se r 

ana tómi cas, m ecánicas, barreras físicas y qu ímicas. Si los mi croorga nis mos 

patóge nos pasa n estas barrera s, e l s is tema reticuloendotelial func iona como filtro 

y neutral iza la in vas ión po r vía hema tógena. Los fagoc itos, lin foc itos y s us 

p rod uctos hum orales cons tituyen un a red al tamente especia lizada y coordinada 

para la selección, r econocimi ento y e lim inación de estos microorganismos(!) 

La respu esta del s is tema inmunológico clás icamente se ha dividido para su 

estudio en tres niveles: 1) ba rreras a nató mi cas y fis iológicas, 2) respuesta inmun e 

innata y 3) respuesta inm un e adaptat iva.(2) 

Las barreras anató mi cas y fisiológicas representa n la prim era línea de 

defensa contra los patógenos, y se in cl uyen la piel intacta, e l meca nis mo de 

aclaramiento mucociliar, pH áci do a n ivel gástrico, lisozimas bac terio líticas a ni ve l 

de lágrim as, sa li va y otras secreciones. (2) 

RESPUESTA INMU E 1 ATA 

El sistema in mune innato se considera como la pr imera lín ea de defensa 

contra infecciones y se conoce como el mecanismo más antiguo de protección 

contra patógenos, s iendo la respuesta in icial a los mismos, lo cual previene, 

co ntrol a o el imina la in fección en el huésped , además es timul a la respuesta 

adaptativa para hace rl a óptimamente efectiva. 
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Se pu ede d ividi r pa ra s u estud io en una res puesta innata hu moral y 

ce lul ar. Den tro de la respues ta humoral podemos encontrar m oléculas 

impor ta ntes como proteínas del complemento, p roteínas de uni ón a 

lipopoli sacá rid os, colectinas, properd inas, citocinas, pé ptidos a ntimi crob ianos, 

lisozimas, lectina asociada a manosa, lactoferrina, y reac ta ntes de fase aguda. 

Ti ene m ecan ismos de reconocimiento de patógenos invaso res, que son 

id entifica dos mediante patrones mo leculares asociadas a pa tógenos (PAM Ps) y su 

in te racción co n receptores tipo Toll. Adem ás puede detecta r seña les de pe ligro 

medi ante patro nes mo lec ul ares asoc iados a daño ( DAM Ps). Otro m eca ni sm o 

importante en e l s istema in mu ne innato es la fagocitosis s iend o la fu nción 

principal e l r eco nocim ien to y des trucció n de patógenos. (2) 

En la respuesta innata celula r enco n tramos cé lulas hema top oyéticas co m o 

los neu tró fil os, cél ul as de ndríti cas, m as tocitos, macrófagos, eosinófil os , cé lu las 

na tu ra l kill er y células T na tura l kill er, además de las células d e epi te li a les a nivel 

del trac to res pi ra torio, gastro in tes tinal y ge nitourinario.(2) 

Todos es tos meca ni sm os d escr itos cons ti tuyen la pr ime ra línea d e defe nsa 

del s istema in mu ne innato, t ie nen un a gran interdependencia con m ecan is m os de l 

s istema inmune adaptat ivo pa ra as í es tablece r u na fu nció n óptima y e ficaz. 

RES PU ESTA INMUNE ADAPTATI VA 

La inmu ni dad adaptat iva es una respuesta altame nte es pecífica que se 

desencadena a un patógeno en pa r ticula r y provee de protección de la rga d u ració n, 

pu ede e limi nar o destruir a pa tógenos invasores y a las tox inas que prod uce n. Es te 

tip o d e respuesta se presenta uni ca m ente en vertebrados y esta especia li zada para 

el desarro ll o de un a respuesta inflamatoria basada en el reconocim ie nto de 

macrom olécul as extra ñas es pecífi cas que son predomi nantem ente pr oteín as, 

pé pti dos y carbohidratos. (3) 

La res puesta inm u ne a daptativa tiene varias ca racte r ísticas: es específica, 

debido a qu e va di r igida d irectamente a una molécu la ant igén ica. Tiene memoria, 

ya qu e existe un reco no cimiento y u n incre m en to en la intens ida d d e la resp uesta 

ante los s igu ientes con tactos co n el mismo antígeno. Es diversa, ya que hay un a 

heteroge neidad en cua nto a las diferentes especific idades de los linfocitos po r la 
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variedad de siti os de unión de antígenos a los receptores linfocíticos.(4) 

Las principales elementos efectores de este tipo de respuesta son los 

linfocitos B, linfocitos T y los anticuerpos (3). El sistema inmune adaptativo 

cuenta con una gran ca ntidad y diversidad de receptores para reconocer 

virtualmente cualqui er antíge no. El cua l se basa en un sistema clona!; las cé lul a B 

y T expresan un propio rece ptor, el cual es único; dicho recepto r se genera como 

resultado del proceso de maduración de cada clona de By T. (2) 

La respuesta inm une adap tati va se puede desarrollar por dos mecani smos 

fundamentales las respues ta inmune humora l mediante los anticu erpos 

producidos por los linfocitos B y la respuesta inmune celular mediada por los 

linfocitos T prin cipa lmente. 

Los Lin focitos rep resentan la principal cé lu la en la respu esta inmune 

específica y son aproximadamente el 25% de los leucocitos en sangre periféri ca. 

Existe tres tipos de linfocitos circu lantes; T, B, y células NK y representan el 80, 10 

y 10% del total de linfoci tos respecti va mente. En el t im o la mayoría de los 

linfocitos son células T ( 90%) en bazo y ga ngl ios linfáticos representan entre el 

30 y 40% de células, donde predominan las células B. (3) 

ONTOGE NlA DEL LINFOCITO T 

Los Linfoci tos T se originan en médul a ósea a partir de una cé lula madre 

linfoide pluripotencial que da lugar a célu las T progenitoras CD7+. En las etapas 

tempranas de embriogénesis el desarrollo de células T ocurre en el hígado fe tal, 

luego en médula ósea y luego los precursores de células T migran al timo. En el 

timo hay una diferenciación de las Células CD7+ a una población de precursores de 

linfocitos T que son CD34+, CD3-, CD 4- y CD8- comúnmente llamadas dobles 

nega tivas (DN) (3). 

Asociada a esta migración, en el timo se seleccionan a los lin focitos T (L T) 

que van a salir a periferia. En el timo los L T sufren un rearreglo de su receptor de 

antígeno específico (TCR) y expresan CD3 y TC R en la superfici e. (3) 

La fo rma predominante de TCR en el 95 % de las cél ul as T circula ntes 

presenta las cadenas ce y~ (cc~ TCR+ ). Algunas cél ul as CD3+ no expresan CD4 o CD8 

CE O O 1 F O~ 
9 

Y OOCLIMF~TACIÓN 



y so n ll a madas doble negativas, se ca racterizan por ten er un TCR alterno 

co mpu es to d e cadenas y y c5 (ycSTCR+ ). El proceso de diferenciación que ocurre en 

el timo va desde célul as CD3+ qu e exp resan CD4+ y CDB+, ll a madas dobl e 

pos iti vas has ta célu las que exp resan CD4+ o CDB+ pero no ambos, y fin a lm ente 

pu eden circular en sa ngre periférica con un a relación de 2:1 (CD4:CD8) y ll ega r a 

ganglios linfáticos, bazo, y tejidos lin foides secundarios. (3) 

La diferenciación que ocu r re e n el timo es un proceso es tri cta m ente 

regulado, dependi ente de ci toci nas y de la interacción célula a célula entre e l 

es trom a de tim o y precurso r de L T. (3) 

Receptor de linfocito T (TCR) 

Pertenece a la súper famili a de las inmunoglo bulinas, reconoce a 

fragmentos de antíge no superficiales o internos qu e han s ido procesados por 

células presenta doras de an tígenos unid os a mol éculas del complejo mayo r de 

hi stoco mpatibilidad tipo 1 o !1. El TCR ti ene asociado un co mplejo de tra nsd ucción 

unido no cova lentemente, que es e l CD3, las mutaciones a este nive l co ndu cen a la 

mue rte ce lul ar que condiciona clínicamente un tipo de inmunodeficiencia 

comb ina da seve ra. (3) 

El TCR co ns is te en un heterodímero formado por cade nas yc5 o a~ , cada 

co mpone n te de la cadena con ti ene dos o mas dominios de la su perfami li a de 

inmu noglobulinas, cada una consiste e n 2 estructuras ~ plegadas co n un puente 

bi sulfuro entre la s dos con resid uos d e cisteína. (3) 

En los linfocitos T, el ge n qu e cod ifica el TCR es ta compuesto de un gran 

núm ero de s egmentos a lternantes ll a mados regiones, cada s egmento codifica para 

la región; variab le (V) , de diversidad (O) y de unión ( J) del TCR. 

El proceso de recombinación d e los dis tintos segmen tos qu e integran al 

TCR ocurre al azar y bajo es tri cta regula ción, este proceso es el r es ponsabl e de 

que se ge ne re un a gra n divers idad de receptores de T que pueden reco nocer 

virtualm ente cualqui er a ntígen o. (Fig 1) 
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V o. V óRec o J ó e 

V o. Vó oRee lj/Ja Ju Ca 

Va Ju Ca 

Vó 

~¡~ J o. Jo. Co. 

thymocytes, 
chromosome 14 

(14q11) 
locus TCRo. ¡¡ 

Fig l. Cí rcul os de esc isión del receptor de l linfocito T(S) 

Por ej emplo en el gen TCR alfa se un e un segmento de Va, este se une a l 

segmento )a y Ca mediante el corte y uni ón de AD por una serie de enzimas que 

producen corte en el ADN de doble cadena en s iti os específi cos y luego ll eva r acabo 

la transforma ción y reparación. Los progenitores de células T en los qu e se 

produce un locus reordenado se generan est ructuras de ADN que son eliminadas 

de la secuencia qu e se va a expresar y quedan como elementos gé nicos tipo 

epi somal, los cua les no so n destinados para inco rpora rse al locus de TCR, no son 

susce ptibles de los mecani smos de repli cación y expresión gé nica de la célula, po r 

lo qu e se quedan como e lementos ún icos qu e evidencian el proceso de maduración 

de un linfocitos T. 

Por la fo rma en qu e se generan estos el ementos se denominan TREC s, qu e 

significa círculos de escisión del receptor del linfocito T ; ca be mencionar qu e estos 

el ementos son estables y se manti enen después de la división celular, no se 

pueden replica r por lo qu e se diluye n confo rm e la célula T prolife ra a través de la 

divi sión mitótica. 

La cuantifi cación estos el ementos por reacción de PCR ti empo rea l pu ede 

emplea rse como indicador de qu e nuevas célu las T emigrantes se han producido. 

(6) 
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INMUNODEFICIE CIAS PRIMARIAS. 

El término de inmunodeficiencias se ha u t il iza do para describir la aus e ncia 

o mala fun ció n de al gún compone nte del sis tema inmunológico. Las 

inmunodefíci enci as se clasi fican en dos tipos : primarias las cuales son he reditarias 

se deb en a mutaciones gené ticas específicas o secundarias, las cual es pueden se r 

causadas por factores externos, como infecciones, quimiote rapia, desnutrición, etc. 

(1). 

Las inmunodeficiencias primarias (IDP's) , son un grupo heterogéneo de 

enfermedades genéticas que afectan un o o más componentes del s is tema 

inmuno lógico a lterando s u desarrollo, función o ambos (7) . Las IDP 's no so n tan 

raras como antes se creía, ex iste un a incidencia más a lta entre poblaciones con alta 

tasa de consa nguini dad o entre poblaciones muy pequeñas. Estas enfermedades 

tienen un amplio espectro de manifestaciones clínicas y de hallazgos de 

laboratorio, existe un a susceptibi lid ad aumenta da a in fe cciones y predisposición a 

enfermedad es a utoinmu nes y a malignida d (1). 

Actualmente se han identificado más de 150 genes, involucrados en más de 

200 formas diferentes de IDP's (8), las cuales cursa n con un incremento en la 

susceptibilidad a infecciones y se presentan principalmente en la infancia, a lgunas 

de ell as son relativa mente co munes y otras son raras(1). 

Las inmunodefíciencias se clasifican d e acuerdo al co mpon en te de l sistem a 

inmun e qu e se encu entra a fectado . 

La Unión Internacional de Sociedades de In mu nología (lU IS de sus siglas en 

ingl és) cada dos años hace un a revisión de todos los defectos genéticos 

identificados ha s ta la fecha qu e originan una IDP; e n la última revis ión, realizada 

en 2011 (9) clasificaron 8 grand es grupos: 
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CLASIFICACIÓN DE LA UN IÓN INTERNACIONAL DE SOCIEDADES DE 
INMUNOLOGÍA 2011 

l. lnmu nodeficiencia com bin ada de célu las T y B 

2. Defici encia predom inantemen te de Anticuerpos 

3. Síndromes bien definidos de inmunodeficiencia 

4. Enfermedades con dis regulación inmune 

S. Defectos congénitos de los fagocitos en núme ro, función o 
ambos 

6. Defectos de la inmun idad innata 

7. Enfermedades autoinfl amatorias 

8. Defectos de l complemento 

uestro conocim ientos sobre las IDP's es cada vez mayor, lo que ha facilitado el 

diagnóstico de muchas IDP's y la eficacia en el man ejo de las mismas (1). 

EP ID EM IOLOGÍA DE INM UNODEFICIE CIAS PRIMAR IAS 

Aproximadamente 1 en 10,000 individuos t iene algún tipo de 

inmunodeficiencia pero varía según la enfermedad , siendo la más frecuente la 

inmunod efi ciencia selectiva de lgA, cuya in cidencia va ría en tre di fere ntes países y 

grupo racial siendo entre 1:400-800 ind ividuos (10). 

En América Latina, el Gru po Latinoamer icano de lnmunodeficiencias 

Primarias (LAGID) en 2006 reportó que la forma de inmunodeficiencia pri maria 

más común es la Defici encia de Anticuerpos con el 53 .2%, s iendo el fe notipo más 

fr ecuente la deficiencia selectiva de lgA; en segundo lugar con 22.6% se 

encuen tran las inmunod eficiencias con un síndrome bien definido; en tercer lugar 

con 9.5 % la inmunodeficiencia combinada severa de célu las T- y 8-; en cuarto 

luga r con 8.6% las alteraciones congénitas de fagocitos en número, fun ción o 

ambos; en el quinto luga r con 3.3% están las enfermedades con disregulación de la 

in muni dad y con 2.8% las de fi ciencias del complemento (10) . 

De las inm unodeficiencias combinadas de cé lulas T y 8, la Combinada 

Severa ligada al cromosoma X ha sido la más reportada, dado la gravedad de su 
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for ma de presentación si no se di agnostica y ofrece un trata mi ento adecuado y 

oportuno, el100% de los pacientes mu ere. 

En México existe una incidencia reportada de 0.17 casos por cada 100 000 

naci mi entos (10) si n embargo, estos datos se encuentran subestimados, ya que 

existe poco registro de los casos y los pacientes muere n sin un diagnóstico. 

INMUNODEFI CIE CIA COMBI ADA SEVERA. 

Dentro de las inm unodeficiencias primarias el grupo conocido como 

inmunodeficiencias combinadas severas (SCID de sus s iglas en inglés Severe 

Combined lmmu nodeficiency) son enfermedades en las cua les hay defectos tanto en 

la inmunidad hu moral como en la celular y son susceptibles a in fecc iones causadas 

por toda clase de microorganismos, entre los que destacan los oportun istas (4). En 

los casos mas graves de SC ID existe un a ausencia de célu las T perifé ri cas 

funcionales. Estos pacientes presentan en form a temprana infecciones bacterianas, 

virales o mi cóticas (7) . 

La primera descripción de un niño con SC ID fue hecha en 1950 por Glanzmann E. y 

Riniker (11). La funci ón inm une fu e reestablecida co n éxito por primera vez con el 

transplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH) en un paciente con 

SCID en 1968 (1 2). 

CLASIFICACIÓN SC ID 

Dentro de la clasificación de la lUIS en conjunto con la Organ ización Mundial de la 

Salud, en la última revisión, rea lizada en 2011 (9) el grupo de las SCID se clasifica 

en los siguientes subgrupos. (Cuadro 1) 

ENFER MEDAD HERENCIA DEFECTO GEN ÉTICO 

lnmunodef iciencia combinada severa T-B+ 

a)Deficiencia cadena y Ligada a X Defecto en receptor de cadena y para IL-2,4,7,9,15 y 21 

común 

b)Deficienc ia de JAK3 Au tosomica Defectos en cinasa 3 activadora de Janus 

reces iva 

(AR) 
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e) Deficiencia de IL7Ra AR Defecto en cadena a de IL-7 

d) Deficiencia CD 45 AR Defecto en CD 45 

e)Deficiencia de CD3ó/ CD3E/ AR Defecto en las cadenas del complejo de receptor de 

CD3 ~ células T CD3ó, CD3E o CD3 ~ 

f) Deficiencia de Coronina l A AR Defecto en la salida del t imo de las células T y defect o en 

el movimiento de células T 

lnmunodeficiencia combinada severa T-B-

a) Deficiencia de RAG 1/2 AR Defecto en la recombinacion VDJ o gene activador de 

recombinasa ( RAG 1 o 2) 

b)Deficiencia de DCLRElC AR Defecto en la recombinación VDJ, defecto en la proteína 

(Artemis) de reparación recombinasa de ADN ( Artemis) 

e) Deficiencia de DNA-PKcs AR Defecto en recombinación VDJ , defecto en proteína de 

reparación recombinasa ( DNA-PKCs) 

d) Def iciencia AK2, disgenesia AR Defecto en adenlitado cinasa 2 mitocondrial con defecto 

reticular en la maduración de células linfoides y mieloides. 

e) Deficiencia de Adenosin AR Ausencia de actividad de ADA, con elevación de 

deaminasa (ADA) metabolitos linfotóxicos. 

Síndrome de Omenn AR Mutaciones hipomorficas en RAG 1, 2, Artemis, IL7Ra, 

RMRP, ADA, ADN ligasa IV, Yc o asociadas con Síndrome 

DiGeorge 

Deficiencia de DNA ligasa IV AR Defect o en ADN ligasa con alteraciones en la unión de 

los extremos no homologas ( NHEJ) 

Deficiencia de Cernunos/ AR Defectos en cernunos 

NHJEl 

Deficiencia de CD-40 ligando Ligada a X Defectos en CD-40 ligando, causando defecto en cambio 

de isotipo y alteración de señalización de células 

dendríticas 

Def iciencia CD-40 AR Defectos en CD-40 ocasionan cambio de isotipo 

defectuoso y alteraciones en señalación de células 

dedríticas 

Deficiencia de fosforilasa de AR Ausencia de fosforilasa de nucleosido de purina, 

nucleosido de purina ocasiona defectos en células T y neurológicos por 

metabolitos tóxicos elevados. 

Deficiencia de CD3Y AR Defecto en CD3Y 
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Deficiencia CD8 AR Defecto de cadena a de CD8 

Deficiencia de ZA P-70 AR Defecto en la señalización de ZAP- 70 cinasa 

Deficiencia canales de Calcio 

a) Deficiencia canales de AR Defecto en ORAI -1, componente modulador de canal 

Calcio li berador de ca lcio . 

Defic iencia de ORAI-1 

b) Defic iencia de STIM-1 AR Defecto en STIM-1. molécu la estroma! de in teracción, 

funciona como sensor de Calc io. 

Deficiencia de MHC clase 1 AR Mutaciones en genes TAP1, TAP2 o Tapasina 

Deficiencia de MHC 11 AR Mutaciones en factores de tra nscripción pa ra MHC clase 

11 (genes CillA, RFXS, RFXAP, RFXNANK) 

Deficiencia de WHN (Winged- AR Defectos en factor de transcripción forkhead box N1 

helix- nude) codificado por FOXN1. 

Síndrome de DiGeorge Autosomica Deleción del cromosoma 22q11.2 o en la minoría de los 

completo Dominan te casos en otras regiones de otros cromosomas 

(AD) incluyendo 10p, defectos heterocigotos en factores de 

t ra nscripcióm TBX1 

Hipoplas ia cartílago y cabello AR Mutaciones en RM RP, invo lucrada en el procesamien to 

de ARN ribosomal , rep licación de ADN m itocond rial y 

control del ciclo ce lular 

Deficiencia de IKAROS AD o de Mutaciones en IKAR OS, proteína hematopoyetica 

novo específica con dedos de zinc y un regu lador central de la 

diferenc iac ión linfoide. 

Deficienc ia de STAT Sb AR Defectos de STATSb, involucradas en el desa rrol lo y 

función de cé lulas T Yó, células T reguladores, cé lu las 

NK, alterac ión de pro liferación de cé lulas T 

Deficiencia de ITK AR Defectos en ITK asociado co n linfoproliferación por Virus 

de Eptste in Barr. 

Defic iencia de MAGTl Ligada a X M utacion de MAGT 1 causa señalización alterada del 

TCR por un flujo defectuoso de Magnesio. 

Deficiencia DOCK 8 AR De fecto en DOCK 8 

Cuadro 1. ~lochfi cado de Prima l')· immunodefidency diseases: an update on the classifi cation from the lnternational Un ion of 

lnununologil'HI Societil:.s Expert Comminee for Primal)' lmmun ocleficiency 
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EPID EMIO LOGÍA DE INMUNODEF!CIENCIA COMB INA DA SEVERA 

Se estima que la SC ID tiene una incidencia de 1 caso por cada 50 000 a 100 

000 nacid os vivos a nivel rnundial(13 -16). En Arne ri ca La tina se ha repo rtado una 

inci dencia de 1.28 a 3.79 casos por 100 000 nacidos vivos(10). Cabe se ñala r que no 

exis ten es tudi os prospectivos adecuados que permitan es ta blecer la in cidencia real 

de la SCID, las estimaciones están basadas en repo rtes qu e se han elaborado para 

los registros de diferentes centros de investigación. 

Por lo que los datos reportados puedan variar y el erro r estimado de estos estudi os 

sugiere que la incidencia podría ser tan alta corno de 1 en 35000 nacidos vivos, 

corn o en el caso de Suiza, donde se ha encontrado una preva lencia de 2.43 po r 100 

000 nacidos vivos (17) . 

Se estima que en Es tados Unidos de No rteamérica se presenta n 100 casos nuevos 

anualm ente (18); mientras que para el caso de México se calcula una incid encia 

mínima de 0.16 a 0.24 por cada 100 000 nacim ientos. (19) 

En el regi stro del Institu to Nacional de Pediatri a, dentro de la Uni dad de 

In vesti gación de Inmunodeficiencias Prim arias hasta el mes de abril 201 3 exis te n 

registrados un total de 55 pacientes. 

ETIOLOG ÍA 

Defectos Genéticos 

Se conocen po r lo menos 15 genes que al sufrir mutación causan SCID; estos 

genes codifican receptores de la superficie ce lular y moléculas de señalización del 

receptor de lin foc itos T y 8 entre los qu e destacan IL2Ry , JAK3, IL7R, CD45, 

componentes del CD3, FOXN 1), o bi en so n genes activa dores de las recombi nasas 

(RAG1, RAG2, Artemis, ADN ligasa 4) o genes de la vía del metabolismo de las 

puri nas (adenosina deam inasa (ADA), purina nucleósi do fos forilasa). (20) 

FISIOPATOLOGÍA 

La susceptib il idad a infecci ón y otras ca racteríst icas clínicas de SC ID es tán 

dadas por la ause ncia o fun ción alte rada de uno o más productos de genes. Las 

manifestaciones depende n del rol bioquímico de los productos, genes afecta dos y 
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las células o los tejidos en los cuales se expresan. La interacción de lo s productos 

de estos genes, su polimorfismo y factores ambienta les también juegan un rol 

importante (1). La patogénesis de la SCID refleja distintos mecanismos que 

afectan varias etapas en el desarrollo de células T (7). 

El desarrollo y función de linfoci tos T esta gravemente comprometido en 

todas las formas de SCID pero también están afectados los linfocitos 8 y / o 

célul as NK. Los diferentes fenotipos de SCID están caracterizados por diferentes 

combinaciones de células T /8/NK. (5) 

El desarrollo normal del sistema inmunológico e mpieza en etapas muy 

tempranas, desde las semanas 9 a 10 de gestación se encuentra una linfopoyesis de 

cé lula s T en el timo. El ser human o en el útero ante una exposición a antígenos 

extraños ac tiva la respuesta inmunol ógica, no se produce tolerancia, aparte de la 

existente a a loa nti ge nos maternos. (S) 

Las mutaciones genéticas en SC ID tienen repercusión en importantes 

funciones para el desarro llo y fu nci ón del s istema inm un ológico, en e l s igu iente 

cuadro se mu es tran las principales . (Cuadro 2) 

CUADRO CLÍNICO 

A pesar de la heteroge neidad de los defectos molecu lares en los pacientes 

con SC ID, las manifestaci ones clíni cas de todos so n sim il ares, co mo se ha 

demostrado en cohortes grandes de estos pacientes en Europa y Estados Unidos. 

Las manifestaciones inicia n muy temprano en la vida, casi s iempre después del 

tercer mes y antes de los 6 meses con una historia de diarrea crónica, neumonía 

inters ti cia l y jo cand id iasis mucocutánea resistente al tratamiento. Las infecciones 

por microorganismos oportunistas como Pneumocistis jiroveci o criptosporidium 

so n frecuentes, así como bacterias intracelulares y virus. Estos pacientes presentan 

falla de medro, pueden cursar co n rash cutáneo que refle ja la e nfe rm edad injerto 

contra huésped ocasionada por transferencia de células T maternas o daño tisular 

provocado por infiltración de linfocitos T autólogos activados. 
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l'!m1 ~- ~ . . 

· .. . ,. 
:•·: 

'·&hJk, .,;;, ' ... ·~· .... 
Alteración a nivel de la selialización mediada por citocinas 

Defecto de T-8+ NK- IL2RG Ca dena Y com ún. Es compartid a por los 

la cadena Y receptores de IL-4, IL-7, IL-9, 

común IL-15 e IL-21, esenciales pa ra 

el desa r rollo de linfocitos T y 

cé lulas NK 

Defecto T-8+NK- ]AK 3 Cinasa 3 ]anus ]AK3 une a la cadena y 

]AK3 comlm, en la señalización de 

]AK3- STAT S. 

Defecto de T-8+NK+ IL Ca dena a del IL-7 es un factor de desarrollo 

la cadena IL- 7RA receptor TSLP del crecimiento de células T. 

7Ra ( línfopoyetina 

tí mica est roma!) 

e IL-7 

Defectos en receptor de cé lul as pre-T 

a)Defectos en la recombínacíón V(D )] 

Defectos T-8-N K+ RAGI RAG I Enzimas para la 

RAG 1 recombinación activa de 

Defectos T-8- NK+ RAG 2 RAG2 genes específicas para 

RAG 2 linfoci tos T y 8 

Defectos de T-8-NK+ DCLR Arte mis Prote ína de reparac ión de Radiosensibilidad 

Arte mis ElC ADN cross-link 

Defectos de T-8-NK+ PRKD ADN - PKcs Factor para la reparación de Radiosens ibilidad 

ADN PKcs e AD 

Defectos de T-8-NK+ LI G4 ADN ligasa IV Esencial para el desa rroll o Radiose nsib ilidad, facies 

ADN Ji gasa embrional, participa en la dismórfica, microcefalia, 

IV reparaci ón del daño a nivel de retraso en creci miento, 

AD doble cadena . retraso psicomotor. 

Defectos en T-8-NK+ NHEJ Ce rnu nos /XL F Factor gue ac túa en la vfa de Rad iosensib ili da d. fac ies 

Cernunos/ 1 NHEJ (unión fina l no dismórfica . microcefalia, 

XLF homologa) a nivel de la retraso en crecimiento, 

recombinació n V(D)J retraso psicomoto r. 

CE RO r F o~ 
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b) Alteración en la se1ialización a través de receptor de células pre T 

Defecto CD3 T- B+NK+ CD3D CD 3 ó 

ó So n esenciales para el 

Defec to CD3 T-B+NK+ CD3E CD3 E ensamblaje en la membrana 

( cel ul ar y transmisión de 

Defecto CD 3 T-B+N K+ CD3Z CD3 < se1i al es para la Jin fopoyesis y 

< acti vación de linfoci to T. 

De fecto CD3 T- B+NK+ CD3G CD3 Y 

y 

Defec to T- B+NK-1· PTPR CD45 ( LCA, Proteína fosfa tasa 

CD45 e antígeno común fosfotirosina esencial pasa 

le ucoc itario) se ii ali zación del pre-TCR y 

TCR. 

Defecto T+B+ NK+ ZA P7 ZA P-70 Proteína implicada en la vía 

ZAP-70 CD4 +C DB o bioqu ímica de cinasa de 

tirosina para las transducció n 

de señal del TCR 

Defecto T- B+NK+ LCK P56lck Pa rticipa en la señalizació n de 

P56lck CD3-TCR 

Aumento de la apoptosis de linfocitos 

Disgenesia T-8-NK- AK2 Cinasa 2 Adenil ato ci nasa ca ta liza la Al eucoci tosis, sord era 

reticular adeni lato transferencia reversible de un neurosensiora l 

gru po fosforil de adenosina 

tr i fosfato a adenosin 

monofosfato 

Defi ciencia T-B-NK- ADA Dea mi nasa ADA cataliza la desami na ción Al teracio nes 

de ADA adenosina irreversible de adcnos ina y 2- costocond rales y 

desoxiadenosina a inos ina y esqueléti cas, hepati tis 

desoxinosina. neonatal, so rdera 

neurosensorial y 

problemas ncurológi cos 

Deficiencia T- 8-NK- PNP Fosfo ril asa de Enzima del metabo lismo de Alteraciones 

el e PNP nucl eosido el e purinas neurológ icas, 

pu rin a auto inrn unidad y 

neoplasias 
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Defectos en la embriogé nesis del Timo 

Síndrome T- B+NK- W HN FOXNl Factor de transcr ipción Alopecia, de fe ctos de l 

WHN e xp resado e n ep itelio tfm ico y t ubo neura l. 

piel. 

Anoma lía DiGeorge co mpleto 

Sínd ro me T-B+NK+ > 35 TBXl y otras TBXJ involucrado e n Facies d is mór fica, 

DiGeo rge ( genes d esa r rollo de corazón, ti mo, d efectos cardi acos 

deleció n glá ndulas pa ra tiroid es, con génitos y otros 

22q 11.2) pa lada r y reg ión facia l. malforma ciones, 

hipoca lcem ia neon atal. 

ausen cia d e glá ndul as 

para tiro ides 

Alteración e n el fluj o d e ca lcio 

Defecto T+B+NK+ ORAl ORAl 1 Proteínas para el n ujo y Mi opa tía, di s plasi a 

ORAil 1 t ra nsducción de se ña l ectod érm ica 

Defecto T+B+ NK+ ST IM STIMl mediante el calcio. Mi opa tía, d is pl as ia 

ST IMI 1 ecto dérmi ca, 

a utoi nmu nida d 

Otros m e ca nis mos 

Defec to T-B+ NK+ CORO Co ron ina - l A Proteína regu ladora de las 

co roni na- 1 lA estructuras celu la res de 

A actina, citoesq ue le to y 

tra nsporte de m em bra nas 

Defecto d e T+ B+NK+ CII TA CI ITA Proteínas codifican tes de 

MHC clase 11 CD4· RFXA RFXAN K factores q ue regula n 

CD8 + K promotores y transcri pción 

RFXS RFXS de HLA DR. DP, DQ 

RFXA RF XA P 

p 

Defecto T-B+NK+ RMRP AR N del Procesamiento de ARN Enan ismo con 

hip oplas ia Co mpl ejo R asa ribosomal y re plica ción ext re mi dad es cortas, 

ca r tílago MRP celular y mitocondri a l hipop las ia d e cabell o, 

cabe llo color claro 

Cuadro 2. Mecanismos fisiopatológicos de SCID. 

M odificada de Cossu : Genetics of SCIO. ltalian Jou rn al of Pediatrics 20 10 36:76. 
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Algunas formas de SCID están asociados a ca racterísticas dis tintivas en otros 

órganos (7). 

La sospecha de SCID siempre debe ser considerada como "emergencia 

pediátrica" por el riesgo de una evolución fatal si no se diagnostica(21). A la 

exploración física estos niños tienen hipoplasia del tej ido linfoide, en los estudios 

de laboratorio la li nfopenia es un hallazgo común en estos pacientes pero algunos 

formas de SCID pueden cursar si n e lla; en los estudios de gabinete en la radiografía 

de tórax no hay sombra tímica (1 ). 

Entre otras manifestaciones se encuentran los datos de autoinmunidad, 

como anemia he molítica, purpura trombocitopenica au toinmune. Además algunas 

inmunodeficiencias cursa n con fenotipos característicos presentando en algunos 

casos microcefalia, man ifestaciones neurológicas, hipoto nía, ataxia, retraso 

psicomotor, sordera, anorma lidades esqueléticas entre otros. 

La muerte de estos niñ os es consecuencia de las complicaciones graves que 

resultan de la pobre o nula respuesta del organismo a los tratamientos 

convencionales contra las infecciones graves y recurrentes de vías aéreas 

superiores, gastrointestinales o sistémicas, las cuales son causadas por patógenos 

comunes y oportunistas (20), (18) (13, 22). 

DIAG ÓSTICO 

El diagnóstico de la SCID es difíci l en los recién nacidos debido a que a l 

momento del nacimiento no presentan signos de la enfermedad. Al na cimiento 

dura nte la evaluación fís ica de rutina pasan como "sanos" ante el médi co 

evaluador, en gran medida porque en esta etapa están pr otegidos por el sistema 

inmune de la madre, luego inician con infecciones de repetición y fallecen en sus 

primeros meses o años de vida a menos de iniciar un tratamiento adecuado(2 0). 

Una historia clíni ca con infecciones desd e los primeros meses de vida, por 

oportunis tas, pobre res puesta a los antibióticos, linfopenia y ausencia de tejido 

linfoide orientan al diagnóstico de SCID. 
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En ocas iones hay antecedentes famil ia res de mu ertes te mpranas por 

procesos in fecc iosos. El di agnósti co específico se rea liza al identificar la mu tación 

en el gen que codifica para la proteína afectada. 

La importancia de hace r un diagnóstico temprano en estos ni ños radica en 

que evitam os complicaciones y secuelas po r las infecciones al rea lizar con éxi to la 

reconstitución inmunol ógica a través del transpl ante de cé lul as progenito ras 

hematopoyé ti cas, terapia gén ica o bien ofrecer reemplazo enzimático (en el caso 

de deficienc ia de adenos in deaminasa)(2 3). 

El diagnos tico y tra tam iento de SCID en los primeros 3.5 meses de vida 

an tes del desarrollo de infecciones amenaza ntes pa ra la vida mejora 

marcadamente el pronóstico (24 ). 

En 1997, Buckley y Puck hi cieron la primer propuesta para realiza r un 

tamiz neonatal para el diagnos tico de SCID, quienes sugirieron que la mayoría de 

los casos pod ía identificarse por una bi ometría he mática compl eta con cuenta 

diferencial y determinar el numem de linfocitos absol utos po r microlitro de sangre 

(25) . 

CUANTIFICAC IÓ N DE TRECs POR PCR TIEMPO REAL. 

Se ha planteado en va rios estudios la fo rma idea l de reali zar un di ag nóstico 

ce rtero y opo rtun o de SC ID, por ejemplo la cuantificación del número de li nfocitos, 

inmunoensayo para medi r !L-7, inmunoensayo para medir CD3 y CD 45, 

dete rminació n de secuencias de ADN y finalmente la cuantificac ión del número de 

TREC 's. (26) 

En el año 2000 Douek y cols. desarrollaron un mé todo que podía ser 

utili zado para estimar la producci ón linfocitos T del timo, mediante la 

cuanti ficación del núm ero de cop ias de TREC's presen tes en células T periféricas, 

para ll evar acabo esta estimación se utili zan TREC's derivados de un evento ún ico 

de recomb inación que es común en el 70% de los timocitos destinados para 

convertirse en célu las T TCRaj3 maduras (6) 

Esto es posible, gracias a que se em plea a los TREC's denominados dRec

nmja, que se encuentra n en la gra n mayoría de los linfocitos circu lantes . (Fig. 2) 
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Fig. 2 Generación de TREC's(26) 

Dou ek y cols., encontraro n que las muestras de sa ngre de n iños ten ían el más 

al to número de TREC s, aproximadame nte 1 TREC po r cada 10 célul as T. Lo que 

refl ejaba la al ta tasa de generación de nuevas células T en etapas tempranas de la 

vida. Los ni ños mayo res y adu ltos t ienen de 10 veces a 100 veces menos TR ECs 

res pectivam ente, es to refle ja el incremento de la expans ión de cél ulas T pe ri fé ri cas 

en compa ración de la p ro ducción de nuevas células T. (26) 

El núm ero de copias de TRECs va r ia entre individuos, se ha visto que las 

medi cion es seriadas en el paciente a t ravés del tiempo puede ayudar a docu menta r 

la reconstitución de cél u las T des pu és de Transp la nte de célu las pluripotenciales 

hematopoyé ti cas o el incremento de TRECs después del in icio de una tera p ia 

an tiretroviral en pacientes con infección por VI H. (26) 

En el 2005 Chan y Puck publicaron el pri me r método para r ea liza r un 

tamiza je para diagnostica r SC!D media nte go ta de sa ngre seca utili za ndo la 

cuantificación de TRECs. Para ta l propósito se extrajo DNA de estas mu es tras y la 

cuan tifica ción se hi zo por PCR cuanti tativa, usa ndo co mo control de in tegridad d el 

DNA a un ge n cons tituti vo , co mo la ~ - actina. (26) 

Deacue rd o co n los resu ltados de Pu ck y Chan, los pacientes co n SC ID, quienes 

presentan una produ cción d is minu ída o practi ca mente a usente de linfocitos, 

tienen un núme ro muy bajo ( < 30) o in detectable de TREC's; a diferen cia de los 

recién nacidos sa nos, qui enes ti enen un número a lto de TR EC's (20, 27), (1 5), 

(1 6), (13). Co mo res ultado de las investigaciones del grup o de la Dra. Pu ck e n el 
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añ o 2008 se implementó un programa piloto de tamiz neonatal para detectar SCID 

en el estado de Wiscons in, siendo este el prim er proyecto de su tipo en el mundo. 

El programa se ha ampliado a otros estados de la Unión Americana cuyos 

resul tados se en listan a conti nuación : 

Wis co nsi n, se han detectado 4 casos de SC!D y 7 casos de linfopenia de 

células T no re lacionada con SC ID, de un total de 243, 707 recién nacidos 

que fueron ta mizados. 

Massachusetts, se detectó 1 caso de SC!D y 14 casos de li nfopen ia de células 

T no relacionada, de un total de 161, 707 recién nacidos que fu eron 

tami zados. 

New York se han detectado 4 casos de SClD y 12 casos de linfopeni a de 

célul as T no relacionada con SC ID, de un tota l de 136, 635 recién na ci dos 

que fueron tamizados. 

California se han detectado S casos de SCID, 6 casos de variantes de SCID y 

3 casos de linfope ni a de cé lulas T no relacionada con SC!D, de un tota l de 

358, 000 recién naci dos que fueron ta mizados. 

Todos los casos que se han detectado co n SCID han reci bido Transplan te de cé lu las 

hematopoyeticas o terapia de remp lazo enzimático y han sobrevivido . 

Hasta ahora el tamiz neonatal para SC!D con TRECS ha sido 100% sensible, pero 

existen otras condiciones con linfop eni a de célu las T que requieren de atención 

medica que han sido detectadas(25) . 

La implementación del tamiz neon ata l para SCID brindará a los paci entes la 

oportun idad de recibir tratamiento definitivo, y a la mayor brevedad pos ib le, 

aumentando la sobrevida de estos pacien tes mejorando la calidad de vida de sus 

fami li as , además de qu e generara in formación pa ra co nocer la incidencia rea l de 

es ta enfermedad en nu es tro país(18, 28). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La fnmun odefic iencia combinada severa es una enfermedad grave, que s i no 

se diagnóstica de manera temprana puede ocasionar la muerte del paciente, el 

realizar un diagnóstico oportuno es necesario para dar el tratami ento adecuado. 

Debido a que el recié n nacido cursa con un periodo pre-sintomático se pu ede 

detectar medi ante el programa de tamiz neonatal a través de la med ición de 

TREC's. Pa ra lograr esto es necesario estandarizar la técn ica para poder utili za rl a 

y esta blecer la co ndi cion es idea les para s u realización. 

En México no ex iste una prueba de tamiz neonatal pa ra detección de SCID, por lo 

que se requ iere de la es tandari zación de la prueba para s u implementación. 

JUSTIFICAC IÓ N 

Los pacientes co n SC ID no ti ene n man ifes taciones al nacim ien to de la 

inmunod eficiencia. Los médicos la sospechan cuando ya han pasado po r varias 

infecciones qu e ponen en riesgo su vida. Estos pacientes si son diagn ós ticados 

oportun am ente, ti ene n tratamiento definitivo (transp lante de célul as progenitoras 

hematopoyéticas o terap ia génica) qu e corrige el problema y que les permite tener 

una vida igual qu e otro niño s in IDP. 

Deb ido a l su bdiagnóstico, a la falta de da tos co nfiables y a que la sob revida 

de este tipo de pacientes es muy baja si no se diagnostican, se requi ere 

implementa r un a prueba de diagnóstico sensible y confiable pa ra identifi ca r y 

tratar adecuadamente a los pacientes afectados co n SCID. Por tal moti vo la 

estandarización de la prueba servirá como el primer paso de un a línea de 

investigación pa ra es tab lecer el diagn óstico en la población mexicana. 

Al poder identificar paciente con SC!D en un periodo pre s intomático se 

podrán evitar las complicaciones asociadas a un diagnostico tardío, los costos 

co rrespondi en tes a las mi smas y se lograra mejorar la sobrevida de es tos 

pacientes, al poder brindarles tratamiento adecuado de forma oportuna. 
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OBJETIVOS 

Objetivo g eneral 

Estanda ri zar el método de cuanti ficación de círcu los de escisión del 

recep tor de linfoci tos (TR EC's) por PCR en ti empo real para diagnóstico de 

inmun odeficiencia combinada seve ra. 

Objetivos específicos. 

Clonar secuencias de TREC's y ~ -act i na en plas midos. 

Transformación de bacteri as con los plasmidos de ~- actina y TREC's para 

obtener los estanda res de cuantificac ión. 

Definir la co ndiciones de trabajo para una reacció n de PCR en ti empo rea l 

duplex. 

HIPÓTESIS 

Co n el método diseñado en el laborato rio es pos ible iden tifica r por la 

cuantifi cación de l num ero de copias de TRECs en gotas de sangre periferica a los 

niños sanos de los afectados con SC ID. 

METODOLOGÍA 

Se real iza rá la es ta ndarización de un método de cuan ti fica ción (TREC's) 

por la técnica de PCR en tiempo rea l. 

Clasificación de la Investigación 

Observacional, descri ptivo, transversal, prolectivo. 

Material y métodos 

POBLAC ION OBJETIVO: 

Se tomarán mues tras de RN sanos y de pacientes con diagnóstico clín ico de 

SCID para rea liza r la curva de TREC's y ~ -actina que sirva como base para la 

cuantificac ión en una población determinada. 

27 



POBLACIÓN ELEGIBLE: 

Se tomarán muestras de RN sanos y de pacientes con diagnós tico clínico de 

SC!D para reali za r la curva de TRECs y ~-act i na que si rva como base para la 

cuantificac ión en una pob lac ión determinada . 

CRITERIOS DE SELECCIÓN DE LOS PACIENTES 

CRITERIOS DE INCLUSION 

Re cién nacidos co n peso al nace r de 2500 a 3800 g. 

Recién nacidos con edad gestacional de 37 a 42 SDG. 

Cualquier sexo. 

Recién nacidos clín icamente sanos. 

Firma de consentimiento informado por Jos padres o tutores. 

Pacientes del Instituto Nacional de Ped iatría con el diagnóstico de SC!D. 

CRITERIOS DE EXCLUSIÓN 

Malformacion es congénitas. 

Sepsis neonata l y jo matern a, así como potencia lmente infectados 

Asfix ia perinatal. 

Error innato del metaboli smo en cualquiera de sus variantes. 

Diagnostico de desnutrición (O MS) 

Muestras inadecuadas de acuerd o al lineamiento técnico. 

Administración de inmunosupresores durante el periodo peri natal 

Administrac ión ele inductores de la madu ración pulmonar en un periodo 

<72 h de l naci miento. 

Reacción Jeucemoide (cuenta Jeucocitaria >pe rcentil 95 para la edad) 

DEFINICIÓN OPERACIONAL DE LAS VARIABLES. Cuadro 3 

Variable Definición Categoría Escala Unidad 
de 

Medición 
Recién nacido Entidad biológica de raza Nominal No hay 

humana, cuya edad 
crono lógica es menor a 28 
días de vida extrauteri na 
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Sexo Cualquiera de las dos Nom inal No hay Mascu li n 
formas de individu os que dicotómica 00 

ocu rren en la mayoría de feme nino 
las es pecies y se distinguen 

como mascu lino y 
femenino 

Ed ad Parte de la vi da que Cuantita ti va Días Días 
transcurre desde el discreta ca len da 
nacimiento has ta un ri o 

momento dado 
Edad gestacio nal Tiempo medido en Cuantitativa Edad Sema nas 

(SD G) sema nas desde el pri mer discreta calcu la 
día del último ciclo da por 

mens trual de la muj er la fecha 
hasta la fecha actual de 

últim a 
menstr 
uación 

Peso Fuerza de gravitaci ón Cuantitativa Báscula Gramos 
ejercida sobre un cuerpo discreta 

TREC's Círcu los de DNA so n Cuantita ti va PCR en Número 
su bproductos del rea rreglo discre ta tiemp o de co pias 

de genes del receptor de rea l 
linfocitos Ten desarrollo 

Inmunod eficiencia Grupo heterogéneo de Nominal, No hay Presente 
combinada severa desó rd enes caracterizados dicotó mica 1 

por defectos en el ausente 
desa rrollo y j o funci ón de 

células T (linfocitos T), 
variablemente asoci ado con 

desa rroll o anorm al de 
otros tipos de linfocitos, 
co mo lin foci tos By NK 

(n atural killer] 
PCR cuantitati va en Mé todo para cuantificar Cuantitativa No hay Número 

tiempo real amplifi ca r secuencias de discreta de cop ias 
ADN 

CONSIDERACIONES ÉTICAS 

Todos los procedimientos estará n de acuerdo con lo es tipulado en el 

Reglamento de la ley General de Salud en Materia de Investigación para la Salud. 

Título Segundo, Ca pítulo lll De la investigación en menores de edad o incapaces, 

Artícu los 34-39 

Este ensayo se ll evará a cabo de acue rdo con la últim a versión de la 

declaración de Helsinki, de Buenas Prácticas Clínicas. 

Los padres de los niñ os firm a rán un acuerdo de consentimiento in forma do y libre, 

despu és de habe r s ido informados de la natura leza de l ensayo, de los riesgos 

eventua les y de sus ob ligaciones (Anexo o. 1). p 
CE RO DE 1 FO C Ot\ 29 
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METODOLOGÍA 

MATERIAL 

Tubos de fondo cón ico de 15mL 

Tubos para micro centrifuga d e 1,5mL 

Agi tador vortex 

Puntas para micropipeta co n filtro de 1000muntas par 

Micropipetas de 1000micropipet 

In cubadora Vortemp 

Centrífuga All egra X-12 R 

Expectrofotóm etri Epoch 

Extracci ón de ADN 

Para la rea lizació n de la extracción de ADN se tomó ma teria l de sa ngre 

fresca y de gotas de sangre seca en pa pel filtro mendiante los s igu ientes pasos: 

1.Sangre fresca. 

Prim ero se toma ron SmL de sa ngre completa por pun ción venosa en un 

tubo con EDTA, la muestra se ce ntri fugó durante 20 minutos a 3500rpm, al 

terminar de centrifuga r co n ayuda de la micropipeta de 1000mrim ero se to maron 

SmL de sangre co mpleta por 

puna un tub o de fondo có nico de 15m L. Posteriormente se disgregó el botó n de le 

ucocitos y se agregaro n 10mL de disolu ción de lisis de eritrocitos (Qiagen) y se agi 

tó v igo rosa mente duran te 2m in en el agita dor vortex. Se centrifugó dura nte 10 m i 

na 3000 rpm y se eliminó el sobrenadante, el proceso de li s is de eritrocitos se repi 

t ió dos veces m ás. 

Se agregaron 3 mL de dis olución de lisis d e leucocitos (Qiagen) 

complementada con 20me agregaron 3mL de diso lu ción de li s is de leucocitos 

(Qiagen) complementada con 

2nte 2 horas a ssoc. Al fi nal izar la in cubación, se agregó 1mL de la di sol ución preci 

p itadora de proteínas (Qiage n) y se incubó en el congelador durante 10min. Se ce 

ntrifugó durante 10min a 3500rpm, y se recuperó el sob renada n te y fue transferid 

o a un tubo de 15 mL limpio y seco. Para precipitar e l DNA se agregan un vol um en 

de isopropanol al 100% por cada volumen de sobrenadante recuperado. 

Se agitó ge ntilmente por invers ión ha s ta observar las fib ras de DNA. Se 

centrifugó a 3500rpm, se eliminó el sobrenada nte y dejó secar e l DNA a 

temperatura am bi ente po r 10 min . Se agregó al DNA seco, 1.4mL de una 
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diso lución de etano l grado biología mo lecula r a l 70% y se agitó ge nti lmente por 

inve rsión du ra nte 10min. (el p rocedim iento se repitió dos veces más). Se dejó 

secar a 55°C du ra nte 8min y se res uspendi ó el DNA en 

300m). Se dejó secar a 55°C durante 8min y se resus pendió el DNA en 300ente por 

inversión du rante 10min. 

2. Gotas de sangre seca en pa pel filtro. 

Primero se reco rtó un circulo de papel fi ltr o con sa ngre de 3mm de 

diá met ro y se colocó en un tubo de fond o có nico para microcentrífuga y se le 

agregaron 

500m500rocentr ífuga y se le agregaronpel fil tro co n sa ngre de 3mm de di ámet ro 

y se colocó en un tubo de fon do cóni co parae y dejó seca r el DNA a temperatu ra a 

mililitro de disolución de lis is. Se incubó 16h en el agi tador vortemp a 55°C y 90rp 

m. Al fin aliza r la incubación, se agregaron 200mL de la d isolución precipi tadora de 

proteínas (Qiagen) y se incubó en e l co ngelador durante 10min. Se centri fugó dur 

an te 10min a 3500rpm, y se recuperó el so brenadan te y se transfiri ó a un tubo de 

fo ndo cón ico de l .SmL limpio y seco. Para precipitar el DNA se agregó un volum en 

de isopropanol 100% por cada vo lumen de sobrenadante recuperado. Se agitó 

gentilmente por inve rsión has ta observa r las fibras de DNA. Se centrifugó a 

3500rpm, se eliminó el sobrenadante y se dejó seca r el DNA a temperatura 

ambie nte por 10 min. Se agregó a l DNA seco, 1.4m L de una di suo lución de eta nol 

grado biología molecula r a l 70% y se agitó gent il mente por in vers ión dura nte 

10min (el procedim ie nto se repitió dos veces más). Se dejo secar a 55°C durante 

S m in y se resus pendió el DNA en 

300mel sobrenada nte y se dejó seca r el D A a tempe ratura amb iente po r 10m in . 

Se agregó a l D A seco, 

Amplificación de TRECs por PCR punto final 

e d 4 e ua ro oro ponentes d 1 e a mezc a 
Componente Cantidad (¡.U) 

Agua 5.8 
Master mix 12.5 
Iniciador 0.6 

forward 
Iniciador 0.6 

reverse J 
DNA j 5.5 
Volumen final 25 
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Para rea li zar la a mp lificación de TREes s e rea lizó la sigu ie nte s ecue ncia de 

pasos. 

Se co locó en un tubo de 1.5 mi todos los componentes de la reacción. Se 

mezcl aro n perfecta me nte co n la microp ipe ta y for maron ali cuotas de 50 ul en 

tubos para PeR. Se a mplificó en un te rm ociclador con las s igu ientes cond icion es : 

- 95 e por 10 m inu tos 

95 e por 15 } segundos 

- 60 e por segundos 

40 ciclos 

- 4 e 
Electro fo res is 

Pa ra comproba r la ampli ficación de T REes se p re paró un gel de aga rosa a l 

2% con 0.5 ul de GelStar por cada 10 mi de agarosa. Se inyecta ron 50 ul del 

producto en cada pozo y se reservó un pozo para inyectar S u l de ma rcador de 

peso molecular, se co r r ió el produ cto du ran te 25 minutos a 8 0 Vo lts. Se obse rvaó 

bajo una ca mara con luz UV y se verificó que el tama ño del produ ct o coi ncida con 

la banda de 100 pb incluida en el ma rcador. 

Purificació n 

Se corta ron las ba ndas con un bisturí estéri l y se pesaron para colocar no 

más de 400 mg po r tubo de 1.5 mi (100 mg- 100 ul) . Se agregaron 3 vo lum e nes de 

buffer QG y se incubaro n a 50 º e por 10 minutos pa ra d isolver el gel. Se agregó un 

vol ume n equi vale nte de isopropa nol y mezclar po r inve rs ió n. Se co locó un a 

co lumna Q!Aqu ick en un tu bo reco lector de 2 m! pa ra verte r la solu ción en la 

columna y se ce ntri fugó un minu to. Se descartó el sob renadante y se lavó la 

col umn a con 700 ul de buffe r PE y se centrifugó po r un min uto s e desca r tó el 

sob renadante y colocó la co lumn a e n un tub o limpio de 1.5 mi. Se eluyó el DNA 

con 50 ul de buffer EB y se centri fu gó . Se cua n tifica ron por espectro fotometri a 

Ligación 

Terminado el proceso de purificac ión de los a mp liacon es se rea lizó la 

reacción de li gac ión de los a mp li con es al plás mido pD r ive, con las cantida des de 

cada co mponente en li s tados en el cuadro S. 
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Prim ero se adicionó en un tubo eppendorf cada componente del kit y el 

volumen equivalente a 13 ng del amplicon purificado se incubó x minutos a 4 C. 

Componente 
1 

Volumen 

pDri ve 50 nghd 1 /1 1 

Producto de PCR 1-4].d 
Agu a destilada Variable 
Master Mix 5 ¡.Li 
Vo lumen total 1 10 ¡Li 

Cmtdro ~ . M ezc la de reacción para la ligación. 

Transformación de cé lulas competentes 

Un a vez clonado el blanco de amplificació n de TRECs se usa n cé lulas 

competentes E. co li TOP 10 de lnvitrogen para la transformación. 

Se descongelaro n en hielo las células competentes y colocaron SO ~L de 

estas con S ~L de plásmido estandar (pl ásmido con amplicon ligado), y se in cubó 

en hi elo durante 2S minutos. Posteriormente se di o el choque térmico durante 30 

segundos a 42 oc, inmediatamente después se colocó en hie lo y se agregaron 3SO 

1-11 de medio LB compl emem entado con ampi cil ina 100 11 gjmL. Se incubaron las 

células transformadas por 2 horas a 37 oc. 

Propagación de cé lul as 

Concluido el periodo de incubaci ón para la recuperación de las células se 

inoculó en placas co n medio LB complem entadas con am picilina 100 11 g/mL. Se 

seleccionó y se resembraron 10 colonias en una nu eva placa con medio LB y 

ampicilina. Como criteri o de selección ráp ida de co lonias con plásmido esta ndar 

se inoculó cada clona en viales de l.S mi con 1.3 mi de medio LB, y se rea li zó PCR 

de colonia. 

Extracción del plásmido estandar (m ega -prep) 

Con el objetivo de obtener una al ícuo ta concentrada de los pl ás midos 

estandar, se inoculó la clona seleccionada en 50 mi de medio LB con ampi cilina 

lOO 11 g/mL y se dejo incubar a 37 oc toda la noche. Se centrifugó a 4000 rpm 

durante lS minutos y se decantó el med io para resuspender el botón de bacterias 

en 3 mi de soluc ión STET (Sacarosa, Tris, EDTA y Tritón). 

Se homogenizó la suspensión y se distribuyeron en tubos eppendorf 

alícuotas de 350 ~L Se agregaron a cada uno 20 IJ.L de lisozima y se ca lentó a 
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ebu ll ición durante 45 segundos y centrifugó dura nte 15 minutos. Con un pali llo 

es teril se removieron los res tos ce lulares. Se añadieron 40 11L de acetato de sodio 

1 M y 600 11L de isopropanol, se incubó a temperatura ambi ente por 15 min utos, 

luego se centrifugó 5 minutos para elimi na r el sobrenadante. Se lavó el botón con 

etanol al 70% y se agregó a cada tubo un vo lúm en equivalen te de 

feno l:clorofo rmo:alcohol isoamíl ico para obte ner el DNA en la fracción acuosa . 

Para el iminar el exceso de fe nol se agregó un volúmen equivalente de 

cloroformo:alcohol isoarníli co lu ego y se dejo precipitar el DNA con etanol 

abso lu to duran te toda la noche a -2 0 oc. El botón ob teni do mediante 

centrifugación se lavó con eta nol al 70% y se dejó seca r para fi nalmente 

resuspender el DNA plasmídico en bu ffer TE. En el cua dro 6 se muestra el 

diagrama de fl ujo de la técni ca. Finalm ente se cuan tifi ca . 

f A pan•r de el cuiii\"O 
l¡qu•doobtc-ncr el bocon 

de ctlula por 
ccntnfu¡;Ku-.,n 

RJuspcndcr el botón con 
J m/ de snluc•ón STET 

D1stnhmrlos 
rnw:pcndulo en tubos de 

U mi 

Agrrg.lf :!0 ~1 de hsn71rn3 .. 1 
1 catb IUI'N:I y htr\l f 

1nmcchatamcnte dunmu: 
4~ sc¡;undo<> 

Junw 400 y SOO )' 
a¡;rc¡;:u S y 6 de R.'AaA 
n:specu,-.mmtt e &ncut.r 

11 J7 "'(' durank' u b 

Rt"Suspcn<kr acb cubo 
con 100 ~1 de a ¡~a 

l ... w:u d boron con 700 111 
de etanol al 70 •. y 

ccnmfugar S m•nutos- y 
da:ant.rnuc:, .. mmtcy 

deJar secar el botan 

Ccntnfugar S m1nutcn y 
decanLarcl~brcn.cb.niC 

Cuadro 6. Esquema del proceso de purifi cación de plásm1do estándar. 

1 Agrcgarunvolulllcn , 

rcnot d~f!:,.~lcohot 
ISO>I tnlhcn 

L..__ _ _ __, 

Aguar y ccntnfugar S 
mmu101 y tnms fcnr la 
fase acuosa a un mbo 

1 
u~,!:,~::Oíon 1 
¡so;~mthco, ccntnfugar y 

trupuar la fase acuosa • 
l ouo IUbo hrnpm 

Agrcsar l.S volumcncs 1 
de etanol ahsoluto y un:1 
dectnta d~ \·olum~n de 

acetato d~ sodto 

l>«nnuar y d~J~r \Ccar el 
hoton y rr'u~pcnder en 

Jj{l de •sua 

r-· -- -·--- ' . 
Centnfu¡;nr ¡Klr 20 ~ Ln11r el ho!on con etanol 1 
mtntuo~ a4"C y a171l'•) eentnfu¡;arj 

dccanUlrclsnhrrn:ldnnu: mmut"' 

A partir del s tock obtenido de la mega-prep, se calcul ó el volum en 
requerido pa ra preparar 1 mi de una disolución a una concentración de 2X109 
molécul as es tándar por u l. Co nsiderando que: 

Un a molécul a estándar (plás mi do + TREC's) = 4.19X1 0-t z ug 

Y suponi endo qu e la concentración del s tock es 0.6 ug/ulv 
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0.6 ug/ul / 4 .19X 1 0' 12 
= 1.43X 10 11 moléculas es tándar por u! 

C¡ = 1.43X I0 11 moléculas std 
V¡ = ¿ 
Cr= 2X 109 moléculas std 
Vr = IOOOul 

V¡ x C¡ = V r x Cr 

Se ma r có una serie de 7 tubos de l. S mi y se colocó e n cada u no 900 11 1 de 

buffe r TE pH8. A partir de la dilución de l paso a nterio r se homogen izó 
pe rfectam ente, se tomaron 100 11 l y se coloca r on en el tubo STl. se mezcló con la 
pipe ta el contenido y se rea lizaron diluciones se riad as 1:10 como se mu estra en e l 
esqu em a. ( Fig. 3) 

volumen 
requerido 

stock 
St 1 St 2 

Fig. 3. Esquema de diluciones. 

Dilución serial 1: 1 O 

1 3 St 4 St 5 

Se hi cieron alícuotas de 100 11 l de cada ST y almace naron a -20 C 

Dilu ciones seria das del DNAg para la curva es tá ndar 

St6 St 7 

El stock Human DNA MaJe Applied co ntiene 10 ng/ 11 ! y se sabe que 1 copia 

de RNA sa P = 3 pg 10000 pg j 3 = 3333.33 copias 
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V;= 3333.33 copias/u! 
C;= ¿ 
V r = 1 000 copias/u! 
Cr= 100 ul 

30 ul stock + 70 ul TE 

V ; x C; = Y r x 

V 

Se co loca ron 30 11 1 del s tock Hu man DNA M al e App li ed en 70 ul de buffer TE 
VxC =VxC 11rr 

Se realiza ron di luc iones seri adas 1:3 a part ir de la di lución anter ior. Se 
almace naron a 4 e 

Preparación de la mezcla de reacción para PCR tiempo real 

Por cada ensayo con muestras a procesa r se realizó una curva estándar; tanto 

muestras como puntos de la curva se elaboran en dú pl ex y por dupl icado. La curva 

es tándar comprend e de 7 puntos para cada secuencia 

Se calcu ló la ca nti dad de cada reactivo para una curva dúp lex por dupli ca do. 

Reactivo Volumen por reacción dúplex Volumen por reacción dúplex 
de es (u!) de Muestra (u!) 

Master Mix 10 10 

Iniciador fo rward 0.53 0.53 

In iciador Reverse 0.53 0.53 

Sonda 0.8 0. 8 

RNAsa P 1 1 

Plásmido estánda r 5 

i5NA molde para RNAsaP 3 

Mue tra - 5 

Agua 3 

Vol umen total 20 ul 20 ul 

Se ad icionó cada com ponente de la reacció n en un tubo de 600 11 1 excepto 
los mo ld es de O NA. Se dispensaron en tubos para PCR 12.86 11 1 de la mezcla. Para 
la curva estándar se adicionaron en cada pu nto S 11 1 de plás mido std y 3 11 1 de 
DNAg std. 

Para las muestras adicionar S 11 1 de O A del paciente y 3 11 1 de agua Se 
programó en el termocicl ador AB 7SOO las sigui entes condi cion es 

PCR Conservación 
95 oc 15 se 60 °C 4 °C 

1 ciclo 
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RESULTADOS: 

PCR. 

Para in iciar el proceso de estand arización, se definió la composición de la 
mezcla de reacción (ver Cuadro 7) a util izar pa ra amplificar las secuen cias de {3 -

actina y TRECs, para ell o se hi cieron ensayos en PCR de punto final en reacción 
individual (s inglex) para cada blanco de amplificación. 

Cuadro 7. Composición de la mezcla de reacción para PCR de punto final de 
amplificación individual de {3 -actina y TREC's. 

Reactivo Cantidad Concentración 
(mL) final 

Master mix 12.5 1x 
Iniciador 1.0 0.8 pM 
Fwd 
Iniciador l. O 0.8 pM 
Rev 
DNA 5.0 1 ng/m L 
H20 5.5 ----
Vol. Fin al 25.0 ----
(mL) 

Una vez que se definió la composición de la mezcla de rea cc ión se definió la 
temperatura de alin eación de los ini ciadores de ~ -actina y TREC's para ell o se 
rea liza ron amplifi caciones de los genes de interés por separado con temperatu ras 
de alineaci ón de 59, 60 y 61 °(; siendo 60 grados la temperatura de trabajo qu e se 
eligió. (Fig. 4) 

Fig. 4 Produ ctos de amplificación de {3 -actina y TREC's obtenidos con difer entes 
temperaturas de a lineaci ón (5 9°, 60° y 61 •q separados por electroforesis e n gel de aga rosa 
y tel'iidos con bromuro de etidio. 

Con los productos ampl ificados y separados en geles de agarosa por 
electrofo resis, se purificaron los ampli cones de cada gen pa ra clonar cada producto 
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en un pl ás mido e ini ciar la elaboración de las di so lu ciones estándar de 
cuan tificació n de cada gen. 

Pa ra los ensayos de clo nación se emplearo n los plásmidos Cloning jet de 
Qiage n, Topo PCR 2.0 de invitrogen y pjet 1.2 de Thermo Scientific. 

Ca be mencionar que se utilizaron todos esos plásmidos debido a que 
durante el proceso de clonación se obtuvo baja eficiencia en el proceso de ligación 
de las secuencias de {3 -actina y TREC's; por tal motivo se tuvi eron qu e probar 
modificaciones al protocolo de ligación y probar co n cada plásmido hasta obtener 
los resultados requeridos, los cual es se alcanzaron con el plásmido pjet1.2. 

Con los amp licones ya clonados en el plásmido, se transformaron bacteria s 
Escherichia co /i TOPlO, mismas qu e fueron cultivados en medios sóli dos 
complem entados con am picilina pa ra selecc iona r las colonias transformadas con el 
plásmido. Para este proceso se seleccionaron 26 coloni as de las cuales 14 
correspondieron a bacterias tra nsform adas con el plásmido de TREC's y las 
restan tes 12 con el plásm ido de {3 -acti na. 

Para desca rtar aquellas bacterias transformadas con el plásm ido vacío, se 
seleccionaron por pun ción las colonias de E. coli transformada s y se cult iva ron en 
lmL de medio de crecimiento líquido para incrementar el número de bacterias co n 
los plás midos de (3 -actina y TREC' s resp ectivamente. 

Para tal propósito se realizaron PCR de colon ia y los productos de 
amplificación se sometieron a separación por electrofores is en geles de agarosa 
(Fig. S) identi ficadas las colonias que ti enen el plásmido con el inserto de {3 -actina 
y TREC's, se cul tivaro n dichas colonias en SOmL de medio crecimi ento líquido y se 
purifi có el plásmido. El producto purifi cado fue cuantificado por espectrofometría 
y se mando a secuenciar para co rroborar la secuencia del inserto (datos no 
mostrados) . 

Fig. 5 Productos de a mplifi cación de (3 -actina y TRECs obtenidos de las colonias 
transformadas co n los plásmidos clonados. 

Obtenidos las d iso luciones está ndar de cada gen se prepararon las 
diluciones se riadas 1:10, requ eridas para real iza r las curvas de cali bración para {3 
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-actina y TREC's, ajustando en cada caso la primera dilución a una concentración 
de 2x109 copias/ m L. 

Para elabo rar las curvas de calibración de cada gen se emplearon las 
diluciones que conte nían de 2x10 7-2x10 1 co pias por mililitro. Se monta ron 
reacciones singlex y dob les (dúplex) para p -actina y TREC's. La composición de la 
mezcla de reacci ón de cada tipo de reacción así como y las condiciones de reacción 
para la PCR en ti empo rea l se describen en los cuadros 8 y 9 respectivamente. 

Cuadro 8. Composición de la mezcla de reacción para PCR tiempo real de 
amplificación individ ual. singlex de {3 -actina y TREC's. 

Reactivo Cantidad Concentración 
(mL) final 

Master mix 12.5 1x 
Iniciador Fwd l. O 0.8 pM 
Ini ciador Rev l. O 0.8 pM 
Sonda 1.5 0,2 pM 
TaqMa n 
DNA 5.0 1 ng/ mL 
H20 4.0 -·--
Vol. Final 25 .0 ----

. (mLJ 

Cuadro 9. Composición de la mezcla de reacción para PCR tiempo real de 
amplificación individual y dúplex de B -acti na y TREC's. 

Reactivo 

Master mix 
TREC'sFwd 
TR EC's Rev 
Sonda TREC's 
Actina Fwd 
Actina Rev 
Sonda Actina 
DNA 
H20 
Vol. Final 
(mL) 

Cantidad 
(mL) 
12.5 
l. O 
l. O 
1.5 
l. O 
l. O 
1.5 
5.0 
0.5 
25.0 

CE 
1 

00 

Concentración 
fin a l 
lx 
0.8 pM 
0.8 pM 
0,2 pM 
0.8 pM 
0.8 pM 
0,2 pM 
1 ng/m L 
----

----
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Cuadro 10 Programa de PC R t iempo real para la amp li ficación de {3 -actina y 
TREC's. 

Etapa Núm. Temperatura Tiempo 
Ciclos (OC) 

Holding stage 1 50°C 15 min 
Des natura lización 1 95 10 min 

PCR 40 
95 15 S 

60 1m in 

Co n las reacciones dúplex, los primeros ensayos mostra ron un 
comportamiento adecuado (Fig. 6) , sin embargo e l plás mido de {3 -acti na en 
ensayos posteriores se mostró inestabl e, lo que tuvo en consecuencias en la 
reprod ucibilidad del ensayo; ad icionalmente el sistema dúplex en tiempo real, para 
{3 -actin a y TREC's no fue posible realizarlo, ya que la reacción de {3 -actin a inhibía 
la reacció n de TREC's (datos no mostrados), razo nes por las qu e se decidió deja r de 
usa r a la {3 -actina como ge n cont rol y se sustituyó por un s istema comercia l de 
cuantifi cación basa do en la exp resión del gen R aseP de App li ed Biosystems. _ ... 

Fig. 6 Curva de ca lib ración de ¡l-actina y TREC's. Ampl ifi cación de las diluciones 
está nda r del plásmido con la secuencia de TREC's (verde) y P·actina (m ora do). 

Otro aspecto importante a controla r es el a lmace namiento y es tabilidad de 
las d iluciones del plás mido estánda r. Ya que de su adecuada conservació n de pende 
la reprod ucibilidad y confiabilidad de la prueba. 

Las di lu ciones qu e se t ienen en uso, se mantienen en refri geración, mientras 
qu e las se tienen de reserva y las que constituyen la d ilución madre para prepa rar 
nuevamente las dil uciones se riadas de la curva, se man ti enen a -sooc. 

40 



Para eva luar la estabilidad de los estándares de cuantificación de PCR se 
realizaron reacciones para cada alícuota qu e se encontraban en las diferentes 
condiciones de a lmacenamiento ya descritas. 

Como puede observarse en el grafico 6 las a lícuotas que se mantuvieron en 
agua grado biología molecular y refrigeradas durante 24 h ti enen mejor 
reproducibilidad entre replicas de la misma dilución y por ende se observa menor 
variabilidad entre cada reacción, y ese comporta miento se observa durante los 
primeros 3 días, desp ués del 4 día se observa en las a lícuotas mas concentradas ( 
2x106,2x10s, 2x104 y 2x103 copiasjmL) como la curva cada dilución retrasa en un 
ciclo de PCR la amplificación del plásmido es tándar, hasta que una semana 
después esas mismas diluciones se retrasa ron en promedio 3 ciclos el umbral de 
detección lo cual representa perder 10 veces la concentración origina l de cada 
alícuota. (Fig. 7) 

" "m« 

001 O nnl>l ' 

0.00001 
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Fig. 7Curva de calibrac ión de TREC's (2xlOB-2x103copiasf mL). Las curvas de 
amplificación corresponden a las diluciones del pl ásmid o está ndar de TREC's reconstituido 
en agua grado biología molecular y qu e se ma ntuvi ero n en refrigeración durante 24h. 

Adicionalmente las alícuo tas más dilu idas (100 y 10 copiasjmL) se ven 
afectadas en el sentido opuesto, con lo qu e la razó n de cambio en lo qu e se refiere a 
los ciclos de amplifi cación entre cada alícuota se redu ce, con lo qu e ya no es 
pos ibl e detectar co n confia bilidad, número de cop ias de TREC's por debajo de 
1000 co pias que es justo el intervalo din ámi co de detección de TREC's de las 
muestras de recién nacidos. (Fig.S) 
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Fig. 8 Curva de calibración de TREC's (2x10 7-2x102copiasfmL) . Las curvas de 
amplificación corresponden a las diluciones del plásmido estándar de TREC's reconstituido 
en agua grado biología molecular y que se mantuvieron en refrigeración durante 7d. La línea 
en rojo corresponde a la curva de amplificación de la dilución 2x102 copiasf mL. 

Por esta razón se vio la conveniencia de utilizar el regulador Tris/EDTA 
pH =8.0 para reconstituir y a lmacenar todas la alícuo tas de plásmido está ndar. Con 
esta modifi cación se logra mantener por más de 3 semanas la estabi lidad de cada 
dilución, conservando la reprod ucibilidad de cada punto de la curva de calibración 
entre cada ensayo y entr e cada replica. 

Finalm ente pa ra poner a prueba la mu estra se rea li zó un experimento de 
cuantifi cación de TREC's en muestras de D A que se ob tuvo de sangre fresca de un 
recién nacido sa no, paciente diagnosti cado con SClD y un ad ulto sa no. 

Como e puede observa r en la s igui ente figura las muestras del adu lto sano 
y del recién nacido diagnosticado con SClD amplifica n a en los ciclos fin a les de la 
reacción, por el menor núme ro de co pias que tienen, aun así la muestra del niño 
con SCID (ciclo 34) es la última en amplificar, este resultado contrasta con las 
muestras de reci én nacidos sa nos, en donde observamos que dichas muestras 
amplifican a lrededor de los ciclos 28 y 29 (ver cuadro 11) 
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Fig. 9 Cua ntifica ción de TREC's e n mu es tras de sa ngre fresca . En esta prueba se incluyen 
muestras de sangre de un recién nacido diagn ostica do con SCID (rojo) , una muestra de 
adulto sa no (a zul) y r ecié n na cidos sa nos (ve rd e y rosa). 

Cuad ro 11 Resultados de la cua nti ficación de TREC's en muestras de sangre fresca. 

Muestra Ciclo Núm. 
TRE C's 

SCID 33.95 23 0.65 

Ad ul to 32.78 544.9 
Sano 
RNS 1 29.75 4775 

RNS2 29.01 7850 
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CONCLUSIONES 

La inmunodeficiencia combinada seve ra es una inmun odeficiencia prima ria 
grave, que requiere de la real ización de un diagnóstico y tratamiento oportuno 
para evitar la muerte tempra na de es tos paciente as í como los gastos relacionados, 
la implementación de tamiz neonatal para su diagnostico mediante la 
cuantifi cación de TREC's, permite mejorar las condiciones pa ra real izar una 

de tección oportuna de los casos. 

En Méxi co no existe el ta miz neonatal para la detección de SCID, por lo que 
su impl ementación cam biara radi ca lmente el pronóstico de estos pacientes . 
Med iante este es tudio se ha desarrollado un método de cuantificación de TREC's' 
confi ab le y reproducible, y es la primera fase de una línea de inves tigación sob re 
el di agnostico oportuno de pacientes con SCID. Se vuelve ind ispensable el validar 
el método y hace r la corre lación clíni ca con los resultados. 

Si bien las condi ciones de trabajo que aquí se han estab lecido, nos permiten 

contar con un método confiab le, factores como el tipo de muestra (gotas de sangre 
seca en papel filtro), el método de extracción que se req ui era y el cambio de 
reactivos para la ex tracción del material genético, representan un reto importante 
en el proceso de consol idar una prueba de diagnóstico temprano de SCID, y la 
única forma de establecer con toda confianza ese método es hacer el seguimiento 
de los resultados de l labo ratorio co n la cl ínica de segu imiento del paciente. 
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ANEXO 1 

CA RTA DE CONSENTIM IENTO INFORMA DO 

"DETECCION OP ORTUNA DE LA INMUNODEFICIENCIA COMBI NA DA SEVERA 

ATRAVÉS DE UN TAMIZ NEONATAL E RECIÉN NA CIDOS SANOS" 

México, D.Fa_ de ______ de 20_. 

Estimado señor( a): 

Investigadores del Instituto Nacional de Pediatría, realizan un estudi o de 

in ves ti gac ión sob re e l d iagnós ti co temprano de inmunodeficiencia co mb inada 

severa (IDCS) (una enfermedad grave y mortal, si no se diagnostica en s us ini cios, 

que afecta e l s istema inmune de los nifios). El propósito de es te estudi o es 

diagnos ti ca r al naci miento dicha enferm edad a través de la m edición de TREC's 

(fragmentos de DNA qu e se libera n cuando los linfoci tos T, qu e son cé lul as del 

s istem a inmun e, se forman) en un tamiz neonatal. El núm ero de TREC's se 

encuentra disminuido en los nil'i os con IDCS, sin embargo el número de TREC's y 

s u re lación con la cue nta de linfocitos T, en cordó n umbilical y ta lón en niñ os 

sanos, se desco noce. 

Si usted desea colaborar, aceptan do que s u 

hijo(a) __________ _____ par t icipe en nu es tro es tudio, le 

ped iremos lo siguien te: 

l. Una mu estra de sa ngre de un mililitro tanto de cordón umbilical, como de l 

talón . 

2. Gotas de sangre para ll enar S círculos de 1.3 cm de diámetro que se 

colocarán sobre tarjeta de Guthrie (tarjeta para tam iz) tanto de co rdó n 

umbili cal, co mo del ta lón. 

3. La sa ngre se obtendrá med iante punción percutánea con lanceta estéril y 

desechable (con un a la nceta se punciona la p iel del ta lón y se obtiene la 

muestra de sangre). La ca nti dad de sangre extraída no represen ta ningún 

riesgo para su hijo. 
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4. La muestra que se obtiene de cordón umbili cal se rea li za media nte punción 

del mismo sin que esto represente riesgo para su hijo. 

S. Las molestias que su hij o(a) tendrá so n mínimas por la extracción de 

sangre. Estas mo lestias so n pequ eño moretón en el sitio de la punción, que 

no se pueda extraer la sangre en el primer inten to, dolor en el sitio de la 

punción; estos se resolverán con las indicac iones del médico en término de 

un a o 2 semanas. 

El beneficio que esperamos tener al ll evar a cabo este proyecto, es establecer cuál 

es el nivel de TREC's y su correlación con la cuen ta de lin focitos T en niños sanos. 

Ni usted ni su hijo(a) recibirán pago alguno por participar en este estudio, pero 

tampoco representará ningún costo para usted. Sin embargo us ted co nocerá los 

resul tados de su hijo en cuanto a cuenta de linfocitos tota les, lin foci tos T y TREC's 

de cordón umbilical y talón . 

En caso de co laborar co n noso tros, la s muestras se tomará n al nacimi ento y los 

resu ltados de su hijo (a) se le notifi carán en cuanto estén li sto. 

Usted no está obligado a participar en este estudio y puede retirarse en cualqu ier 

momen to. Si Usted decide no participar, su relación con los doctores o el INP no 

cambiará de ninguna manera y segui rá recibiendo los mi smos tratamientos y 

cuidado médico dispo nib le en la clínica u hospital. 

Esta forma, es un conse ntimi ento qu e explica el estudio de investigación a realiza r. 

Por lo que solicitamos, lo lea con detenimi ento. Pregunte cua lqui er cosa que Usted 

no comprenda. Si no tie ne pregun tas en este mome nto, puede hacerlas 

posteriorm ente. 

Si Usted tiene alguna pregunta puede comunicarse con el investigador principal , la 

Dra. Sara Elva Espinosa Padilla, al 10 84 09 00 EXT 1701 de l !NP. En el Hospital 

Gea Go nzález podrá comunicarse con el Dr. Rafael Figueroa Moreno al 54 24 48 

4 7 ó con el Dr. Simón Kawa Karasik SS 28 42 28. 

Nosotros ma ntendremos la in formación de este estudio confidencial y privada 

dentro de los límites de la ley. Bajo ciertas condiciones, las personas responsables 

de asegurar que 

las invest igacio nes se hacen apr opiadamente podrían revisar los regis tro s del 

estudio. Estas personas están también obligadas a mantener su identidad 
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confid encial. De otra manera, cualqui er información que lo identifique no será 

dada a personas ajenas al trabajo del es tu dio s in su permiso, o a me nos que Usted 

auto ri ce. 

Su firma o huella abajo signifi ca que Usted comprende la información que le hemos 

dado acerca del estud io y de es ta autorización. Si Usted firma esta autorización 

significa que Usted es tá de acuerdo con participar en el es tudio. 

Atentamente 

Pad re o tutor 

Testigo 1 

Nombre:-- ----------- ---

Domicilio: _ _ ____ ____ _____ _ 

Parentesco: _ _ _ _ ________ __ _ 

Testigo 2 

on1bre: _____________ __ _ 

Domi cilio : _ ___ _ ___ _ ______ _ 

Parentesco: ____ _ _ _ _ ______ _ 

Este documento se extiende por dup licado, quedando un ejemplar en poder del 

sujeto de investigación o de su representante legal y el otro en poder del 

inves tigador. 
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