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RESUMEN

Las agammaglobulinemias primarias (AP) son las enfermedades que resultan de
la alteracion en la produccion de anticuerpos. El diagnéstico se confirma con
estudios moleculares que buscan identificar una mutacién. en los genes
responsables del proceso. Se ha descrito que existe influencia de los factores
genéticos en la supervivencia de los pacientes. Se realiz6é un estudio de cohorte
dindmica retrospectiva en los pacientes registrados en una base de datos de
inmunodeficiencias primarias. Para el secuenciamiento se usé el método NIRCA.
Los resultados obtenidos por este método fueron verificados mediante
secuenciacion directa utilizando el kit de secuenciacion de productos T7 PCR,
Sequenase 2.0.

Para el analisis de supervivencia se elabord una curva de Kaplan Meier siendo el
evento final la mortalidad y se comparo6 la supervivencia en base al genotipo. Se
encontraron 20 pacientes con mutaciones en el gen BTK con13 mutaciones
heredadas y 7mutaciones de novo de los cuales 4/20 (20 %) fallecieron durante
el seguimiento. El tiempo de supervivencia global para mutaciones BTK fue de
145,8 meses. Al comparar las curvas de supervivencia con el andlisis de Kaplan
Meier no se encontrd diferencia significativa entre las curvas de supervivencia de
los pacientes con mutacién BTK heredada versus de novo (p=0,62).

Se concluye que no existe diferencia significativa entre la sobrevida de pacientes
con mutaciones heredadas y de novo.

Palabras clave: agammaglobulinemia, Gen BTK, inmunodeficiencia

genética, mutacion de novo, sindromes de inmunodeficiencia.



ABSTRACT

Primary agammaglobulinemias (PA) are diseases that result from the alteration in
the production of antibodies. The diagnosis is confirmed with molecular studies that
seek to identify a mutation in the genes responsible for the process. It has been
described that there is an influence of genetic factors on the survival of patients. It
was a retrospective dynamic cohort study in patients registered in a database of
primary immunodeficiencies. For sequencing, the NIRCA method was used
(Speletas et al., 2001). The results obtained by the NIRCA method were verified by

direct sequencing using the T7 PCR product sequencing kit, Sequenase 2.0.

For the survival analysis, a Kaplan Meier curve was developed, with mortality as the
final event, and survival was compared as a function of genotype. Twenty patients
were found with mutations in the BTK gene. Among the BTK mutations, 13 inherited
mutations and 7 de novo mutations were found. 4/20 (20%) of deaths were found
during follow-up. The overall survival time for BTK mutations was 145.82 months.
When comparing the survival curves with Kaplan Meier analysis, | found no
significant difference between the curve of patients with inherited BTK mutation with

that of patients with de novo mutation (p = 0,62).

Based on the results, there is no significant difference in survival of patients with

inherited mutations and those with de novo mutations.

Key words: agammaglobulinemia, genotype, genetic immunodeficiency, survival,

mutation, immunodeficiency syndromes.



[ INTRODUCCION

Las inmunodeficiencias primarias (IDP) son un conjunto de trastornos resultantes
de defectos hereditarios de la funcidén del sistema inmunolégico. En su contexto, se
describen multiples defectos aislados y trastornos combinados, incluyendo
inmunodeficiencias humorales, inmunodeficiencias combinadas severas vy
trastornos resultantes de los defectos fagociticos y de complemento (Picard et al.,
2015). Se estima que su prevalencia es 1 en 2000 nacidos vivos a nivel mundial, y

se han identificado aproximadamente 300 trastornos distintos (Picard et al., 2015).

Las inmunodeficiencias humorales son las enfermedades que resultan de la
produccion de anticuerpos alterada a causa de un defecto molecular ya sea
intrinseco a las células B o un fracaso de las interacciones entre células By T. El
diagnéstico de agammaglobulinemias se confirma con estudios moleculares que
buscan identificar una mutacion en el gen Bruton Tirosin Kinasa (BTK) para la ALX
o al menos alguna de las seis variantes genéticas para la forma autosémica
recesiva, 0 alguna de las dos variantes genéticas para la forma autosémico

dominante (Winkelstein et al., 2006).

La agammaglobulinemia ligada al cromosoma X (ALX) es una inmunodeficiencia
humoral ligada al cromosoma X, de forma tal que las mujeres que presentan el gen
defectuoso en uno de sus cromosomas X son normales, sin embargo al ser
transmitido a sus hijos varones estos manifiestan la enfermedad (Howard et al.,
2006). En el Peru existen dificultades logisticas y econdmicas para realizar el

diagnostico genético especifico de dicha patologia. (Mendoza-Quispe et al., 2017).

En cuanto a la supervivencia en IDP, para paises desarrollados como Estados

Unidos, se reporta que un 40 % de los pacientes con diagnostico de



agammaglobulinemia llegan a edad adulta, mientras que s6lo 3 de 80 pacientes
fallecen durante un periodo de seguimiento de cuatro afios (Winkelstein et al.,
2006). En estudios realizados en paises en vias de desarrollo como la India se
reportd una mortalidad del 19% de los pacientes, siendo la meningitis o
meningoencefalitis la manifestacion clinica asociada con mayor mortalidad. A su

vez, la supervivencia media calculada fue de 137 meses (Singh et al., 2016).

La literatura reporta que el tipo de adquisicion puede tener alguna repercusion
sobre la supervivencia, asi, las mutaciones de novo podrian influenciar en la
severidad y la mortalidad de los pacientes (Acuna-Hidalgo et al., 2016). Por otra
parte, es notable la escasa informacién existente en cuanto a dicha situacion en

paises en vias de desarrollo como el Peru o los paises latinoamericanos.

El Instituto Nacional de Salud del Nifio (INSN) actualmente cuenta con el Centro de
Referencia Nacional de Alergia Asma e Inmunologia (CERNAAI) del pais, en el
cual, se esta desarrollando un programa para el diagnéstico y el tratamiento de las
IDP (Garcia-Gomero et al., 2018). Se cuenta con un registro de pacientes con IDP;
sin embargo, no se tiene informacién con respecto al perfil genético de los pacientes
ni se han realizado estudios de supervivencia. Esta investigacion tiene como
objetivo identificar las mutaciones heredadas y de novo en el gen BTK de una
cohorte de pacientes con agammaglobulinemia primaria en el Instituto Nacional de

Salud del Nifio -CERNAAL.

En base a su tipo de adquisicién (de novo o heredada) para el gen BTK. Se trata

de un estudio pionero sobre esta enfermedad poco atendida en nuestro medio.



. ANTECEDENTES

En 2001, en Turquia, se realizd un estudio cuyo objetivo fué describir el perfil
genético de pacientes con agammaglobulinemia primaria y sus familias. Para tal fin,
en 2001, se realiz6 un estudio transversal en 16 pacientes con diagndstico de una
probable agammaglobulinemia primaria. Entre los hallazgos, se encontré que las
mutaciones en el gen BTK se presentaron en nueve de las 13 familias (69%). Entre
las mutaciones encontradas, dos habian sido descritas con anterioridad, siete
mutaciones no habian sido reportadas previamente: dos de cambio de sentido
(Y39C, G584R), una sin sentido (Q343X), y 4 deleciones (1800 -1821del, 1843-
1847del, 1288-1292del, 291del). Por otro lado, en las otras 4 familias, no se
hallaron mutaciones en el gen BTK. La consanguinidad en tres de estas familias
plantea la posibilidad de que las mutaciones en otros genes autosémicos pueden
contribuir a un fenotipo parecido de agammaglobulinemia ligada al cromosoma X.

Ello porque afectan el desarrollo temprano de células B (Wang et al., 2001).

Rodriguez et al., (2001) en Espana, realizaron un estudio cuyo objetivo fue reportar
los resultados del andlisis molecular del gen BTK en Espafa en un grupo de
pacientes con agammaglobulinemia primaria presuntiva. Para tal fin, se estudiaron
27 familias de pacientes sospechosos de agammaglobulinemia ligada al
cromosoma X, valorando su estado de portadora en 18 madres. En los resultados,
se encontraron 21 mutaciones en 27 pacientes con un fenotipo ALX de 21 familias
no relacionadas. Se identificaron 13 no reportadas previamente y 8 mutaciones
conocidas: 7 de cambio de sentido (R288W, R544G, P566S, K430E, K374N,
L512P, R544S), 5 sin sentido (Q196X, Y361X, L249X, Q612X, Q466X), 2
deleciones de un solo nucleotido (A207fsX216, Q612fsX648), 2 insercion/delecion

(V219fsX227, K218fsX228), una insercion de dos nucleébtidos (S572fsX587) y 4



mutaciones puntuales en los sitios de empalme del donante/receptor (9.IVS1 + 1G>
C, 9.IVS6 + 5G> A, ¢.IVS10 + 1G> T, ¢.IVS13-1GG> CT). Sélo en un caso se

encontré mutacion de novo. (Rodriguez et al., 2001).

En México, Lépez-Herrera et al., (2008) realizaron un estudio cuyo objetivo fue
describir el perfil genético de un grupo de pacientes con ALX. Para lograr este
objetivo se realizdé un estudio transversal en 22 pacientes en pacientes con dicho
diagnostico. En los resultados, se reportd 14 mutaciones BTK como responsables
de causar ALX; ocho de las cuales fueron mutaciones que no habian sido
reportadas con anterioridad. Seis fueron mutaciones en el gen BTK que ya habian
sido reportadas previamente. Siete de las mutaciones se debian a deleciones e
inserciones de intrones y exones, respectivamente, lo que sugiere defectos de
empalme. Las otras fueron mutaciones sin sentido, cinco de las cuales afectan a
los residuos de arginina, y dos nuevas que afectaron a la leucina y a los residuos
de glutamina (L111P y E605G). Las mutaciones, en su mayor parte, se hallaron en
el dominio quinasa del gen BTK y, con menor frecuencia, se encontraron en el

dominio PH y los dominios SH2 (Lépez-Herrera et al., 2008).

En 2010, en China, se realizé un estudio cuyo objetivo fue evaluar caracteristicas
clinicas y moleculares. Para tal fin, se realizé6 un estudio transversal en 21 nifos
con agammaglobulinemia primaria probable en base a criterios clinicos e
inmunoldgicos. Entre los resultados, se reportd dieciséis mutaciones del gen BTK
en 18 pacientes, y no hubo mutaciones en el gen BTK en tres pacientes. Las
mutaciones previamente reportadas fueron nueve: una delecién (c.722_2041del),
una mutacién sin sentido (c.1764G >T), tres mutaciones sin sentido (c.194C>A,
c.895C > T y ¢.1821G >A) y cuatro mutaciones en sitios de empalme invariantes

(c.971 + 2T >C, ¢.1481 + 2T > A, ¢.1482-22 > G, ¢.1699-2A>G). Se identificaron



siete mutaciones que no habian sido reportadas previamente (c.373_441del, c.
504delG, c.537delC, c.851delA, ¢.1637G> A, ¢.1879T> C y c. 1482_1882 del).
Respecto a los dominios, diez de las dieciocho se ubicaron en el dominio TK, cuatro
en el dominio PH, tres en el dominio SH3 y uno en el dominio TH, SH3 y SH2 y TK.
Los genes involucrados en el desarrollo de la agammaglobulinemia autosémica
recesiva incluyeron al IGHM, CD79a, CD79b y IGLL1. Estas alteraciones fueron
reportadas en tres pacientes sin mutaciones en el gen BTK. Se identificé en un
paciente una mutacién con heterocigosidad compuesta en el gen IGHM (c.1956G
>A, ¢.175_176insC). El estudio concluye que las pruebas genéticas representan
una importante herramienta para el diagnéstico presuntivo agammaglobulinemia, y
pueden permitir la deteccion precisa y el diagndstico prenatal de portadores (Zhang

et al., 2010).

En la India, Singh et al., (2016) realizaron un estudi6é cuyo objetivo fue analizar las
caracteristicas clinicas, genéticas y los desenlaces a largo plazo como mortalidad
y supervivencia. Para tal fin, se disend una cohorte retrospectiva que incluyé 36
pacientes con diagnéstico de agammaglobulinemia ligada al cromosoma X
diagnosticados durante el periodo 1994-2004. Entre los resultados, se reporté un
retraso en el diagnostico de los pacientes con una demora media de 4,2 anos. En
cuanto a las mutaciones, las mutaciones puntuales fueron las mas comunes y
representaron el 68% de todas las mutaciones. Por otra parte, las deleciones e
inserciones también fueron descritas en algunos casos. Cuatro de las mutaciones
fueron de novo. Se reportdé una mortalidad de 19% en el momento del analisis en
la cohorte. La supervivencia media fue de 137 meses (IC del 95%, 13-163 meses).
Esta es una de las cohortes mas grandes de pacientes con agammaglobulinemia

registrada hasta el momento en paises en vias de desarrollo (Singh et al., 2016).



En Irdn, (2016) se realizé un estudio cuyo objetivo fue evaluar las mutaciones en el
contexto de agammaglobulinemias congénitas. Para tal fin, se disefié una cohorte
de 87 pacientes en el periodo 1998-2012. De los 87 pacientes, se realizd una
investigacién molecular en 51 pacientes, lo cual condujo a la identificacion de 39
casos con alteracién del BTK con una mutacidn no reportada previamente), 5 casos
de alteracién de la p-cadena pesada con tres mutaciones no reportadas
previamente y un caso de deficiencia de lga. Se agrega que, aungque no existe una
correlacién completa entre el tipo mutacion BTK y la gravedad del fenotipo clinico,
sus datos sugieren que las alteraciones del BTK y la agammaglobulinemia
autosomica recesiva difieren significativamente con respecto a las caracteristicas

clinicas e inmunolégicas (Abolhassani et al., 2016).

De la Morena et al., (2016) realizaron un estudio multinacional que evalud registros
de pacientes con hiper-lgM ligado al cromosoma X del periodo 1964-2013 en paises
como Estados unidos, Bélgica, Brasil, Inglaterra, Australia, entre otros. Para tal fin,
se realiz6 un estudio retrospectivo, observacional que considerd veintiocho
registros clinicos que proporcionaron datos sobre 189 pacientes con dicho
diagnostico. De los registros evaluados, 176 tuvieron seguimiento e informacion
sobre el estado vital. Sesenta y siete (38%) pacientes recibieron trasplante de
precursores hematopoyéticos. El tiempo medio de seguimiento fue de 8,5 + 7,2
anos (rango: 0.1-36.2 afnos). No se observo ninguna diferencia en la supervivencia
global entre los pacientes tratados con o sin trasplante de precursores
hematopoyéticos. La enfermedad hepética fue un predictor significativo de la
supervivencia global. Entre los supervivientes, los tratados con precursores
hematopoyéticos tuvieron mayores puntuaciones medianas de Karnofsky Lansky

que aquellos tratados sin trasplante (p <0,001). Esta escala valora la



funcionabilidad de los pacientes y su capacidad para realizar tareas cotidianas.
Entre los pacientes que recibieron trasplante, 27 (40%) tuvieron enfermedad de
injerto contra huésped. La mayoria de las muertes ocurrié dentro de un afno luego

del trasplante (De la Morena et al., 2016).

En Iran, Nabavi et al., (2016) realizaron un estudio cuyo objetivo fue evaluar las
caracteristicas clinicas, genéticas e inmunolégicas en pacientes con
inmunodeficiencias primarias. Para tal fin, se disefié una cohorte de 98 pacientes
durante el periodo 1989-2014. Todos los pacientes evaluados, fueron previamente
diagnosticados y seguidos por 15 trastornos. La edad media de inicio de sintomas
fue aproximadamente a los 8 anos, el diagnoéstico fue a la edad media de 14,2 afos
y el retraso de diagndstico fue de, aproximadamente, 6,1 anos. La frecuencia de
consanguinidad de los padres fue del 57%. La deficiencia de anticuerpos fue el
diagnostico mas comun (n=63), seguido por defectos congénitos de los fagocitos
(n=16), inmunodeficiencias combinadas (n=12), sindromes bien definidos (n=4) y
los defectos en la inmunidad innata (n=3). La tasa de mortalidad total fue del 19%
durante el periodo de seguimiento (7,8 afnos). La edad media de los pacientes que
vivieron en el momento del estudio fue de 23 + 11,7 afnos. La presentacién mas
comun fue la infeccién recurrente pulmonar. Los pacientes recibieron tratamiento
antibiotico e inmunoglobulina endovenosa en el contexto de una infeccion activa.
Algunos pacientes no recibian profilaxis con inmunoglobulina endovenosa debido a
su alto costo y a la falta de disponibilidad. Un paciente se someti6 a trasplante de

precursores hematopoyéticos. (Nabavi et al., 2016).

Chen et al., (2016) realizaron un estudio cuyo objetivo fue describir el perfil clinico
y molecular en 174 pacientes chinos con agammaglobulinemia ligada al
cromosoma X. Para tal fin, se realizdé un estudio descriptivo transversal. En los

7



resultados se reporta que en ciento veintisiete pacientes se identificaron
mutaciones de 142 pacientes pertenecientes a 124 familias. Se informé sobre 45
mutaciones no reportadas previamente y 82 mutaciones heredadas que fueron
distribuidas en toda la secuencia del gen BTK. Se observé variacién en los fenotipos
y hubo una asociacion entre el genotipo y edad de inicio de la enfermedad. Este
constituye el mayor grupo de pacientes con mutaciones BTK en China. Se
evidenci6 una relacion entre las caracteristicas clinicas e inmunoldgicas y el analisis
genético. Asi, el estudio resalta que el diagnostico precoz de Ia
agammaglobulinemia congénita debe basarse en sintomas clinicos, antecedentes

familiares, y el andlisis molecular del gen BTK (Chen et al., 2016).

El mismo afio (2016), en Africa del Norte se realiz6 un estudio que tuvo como
objetivo describir el perfil clinico y molecular de pacientes con diagndstico
presuntivo de agammaglobulinemia primaria. Para tal fin, se realizé un estudio
descriptivo transversal en 63 pacientes. Se identificaron 33 diferentes mutaciones
en el gen BTK en 40 pacientes, incluyendo 12 mutaciones con pérdida de sentido,
6 sin sentido, 6 mutaciones de sitios de empalme, 5 del marco de lectura, 2 grandes
deleciones, una mutacion compleja y una delecién en marco. Diecisiete de estas
fueron mutaciones que no habian sido reportadas previamente. Esta gran serie
muestra una menor frecuencia de ALX entre los pacientes varones del norte de
Africa con agammaglobulinemia y células B ausentes o bajas en comparacién con
otros estudios internacionales (63,5 % versus 85 %) sin evidencia consistente al

correlacionar el genotipo con el fenotipo (Aadam et al., 2016).



lIl.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1Formulacién de hipotesis

Existen mutaciones de novo en el gen BTK en pacientes con
agammaglobulinemia primaria en una cohorte de pacientes del Instituto Nacional

de Salud del Nifio (INSN) Lima-Pera.

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo General

El objetivo del estudio fue identificar mutaciones heredadas y de novo en el gen

BTK de una cohorte de pacientes con agammaglobulinemia primaria en el Instituto

Nacional de salud del Nifio - Centro Nacional de Referencia de Alergia Asma e

Inmunologia.

3.2.2 Obijetivos Especificos

A. Seleccionar los pacientes de la base de datos del Centro Nacional de
Referencia de Alergia Asma e Inmunologia de acuerdo con las caracteristicas

clinicas, compatibles con agammaglobulinemia primaria (AP).

B. Describir silas mutaciones encontradas son de novo o de transmision heredada

en base al resultado del analisis genético de los pacientes con AP.

C. Realizar la caracterizacidn Inmunologica y terapéutica de los pacientes

seleccionados con AP.

D. Determinar el prondstico en base a la supervivencia de los pacientes con
agammaglobulinemia primaria y su asociacién con el tipo de mutacién,

heredada o de novo, del gen BTK.



IV. MATERIAL Y METODOS

4.1 Pacientes de la base de datos del CERNAAI

4.1.1 Tipo y disefio de la investigacion

El presente estudio es de tipo cohorte dinamica retrospectiva (Argimon P. J. M. &
Jiménez, V. J., 2013) porque se consideré la incorporacién de nuevos participantes
luego del inicio del periodo de seguimiento siempre y cuando cumpliesen los
criterios de inclusién (Lazcano-Ponce et al., 2000) y por sus caracteristicas,
observacional y analitica. El inicio del seguimiento se estableci6é desde la sospecha
de agammaglobulinemia primaria segun los criterios establecidos en el Anexo 1. El
diagnostico clinico se realizé entre el 1 de junio de 2011 y el 1 de junio de 2015,
incorporandolos desde el 1 de junio del 2016 al 1 de junio de 2017. Los datos
retrospectivos se obtuvieron de la historia clinica.

4.1.2 Seleccion de pacientes

Se seleccionaron pacientes registrados en la base de datos de inmunodeficiencias
primarias en el Centro de Referencia Nacional de Alergia e Inmunologia (CERNAAI)
del INSN desde el afno 2011.EI CERNAAI es el lugar en el cual se atiende a los
pacientes con sospecha de inmunodeficiencias primarias de todo el pais. Los
pacientes cumplieron con los criterios de inclusion y exclusion.

El total de pacientes registrados con sospecha de AP fue 27 de los cuales se
seleccionaron 20 pacientes menores de 18 afios con sospecha clinica de
agammaglobulinemia primaria (AP) que acudieron al CERNAAI registrados en la

base de datos de inmunodeficiencias primarias de dicha institucion.
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4.1.3 Criterios de seleccidn de pacientes
A. Criterios de inclusion
* Nifos con sospecha clinica de agammaglobulinemias primarias
diagnosticada por un inmundlogo clinico en base a criterios clinicos y
laboratoriales durante el 1 de junio de 2011 al 1 de junio de 2015. Los
criterios se presentan en el Anexo 1.
» Personas menores de 18 afos al diagnostico.
» Personas que previo consentimiento de los padres, desean participar
en el estudio de manera voluntaria.
B. Criterios de Exclusion
» Nifo de 0 a 17 afos sin diagnéstico clinico de agammaglobulinemia
primaria.
» Nifo con inmunodeficiencia secundaria.
4.1.4 Unidad de analisis
Paciente con sospecha clinica y laboratorial de agammaglobulinemia primaria,
menor de 18 afos que acude a CERNAAI durante el periodo 2011-2015.
4.1.5 Aspectos éticos
En todos los procedimientos del presente estudio se preservd la integridad y los
derechos fundamentales de los pacientes sujetos a investigacion, de acuerdo con
los lineamientos de las buenas practicas clinicas y de ética en investigacién
biomédica. Se garantiz6 la confidencialidad de los datos obtenidos por
consideraciones éticas por lo que el grupo de estudio se expuso a un riesgo minimo
y se contd con la autorizaciobn del familiar del paciente para participar

voluntariamente, enr—el-estudio previo consentimiento informado. El estudio fue
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evaluado y avalado por el Comité de Etica del Instituto de Salud del Nifio (Anexo
3).

4.1.6. Consentimiento informado

Antes de patrticipar en el estudio clinico, el investigador explicd a los pacientes y/o
a sus padres o tutores legales todos los aspectos del estudio que son relevantes
para su decision de participar en el mismo. El formulario de consentimiento
informado (FCI) fue firmado y fechado antes del inicio del estudio (Anexo 4). Se
entreg6 una copia del FCI a los padres o tutores legales. Del mismo modo se hizo
entrega del FCI a la abuela y a la madre del paciente que aceptaron participar en
el estudio (Anexo 5). Se conservd una copia original de cada consentimiento en el
archivo del estudio hasta el final del mismo. A los nifios mayores de 6 afos, se les
realiz6 el asentimiento informado (Anexo 6), procedimiento que se aplica en
pediatria considerando la libertad de decision del nifio guardando el principio de
autonomia.

4.1.7. Conservacion de los registros del estudio

De conformidad con las pautas de las buenas practicas clinicas y los requisitos
regulatorios locales, todos los registros se conservaran por lo menos durante 10
anos.

4.1.8 Confidencialidad

En cumplimiento de las pautas de Buenas Practicas Clinicas y de los requisitos
regulatorios locales, se mantuvo la confidencialidad de todos los nombres de los
pacientes. El nimero que se le asigné a la ficha de recoleccién de datos durante el
estudio identificara al paciente en toda la documentacién y evaluacion. Toda

muestra obtenida del paciente fue codificada en base a su numero de ficha de
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recoleccidbn de datos. Los hallazgos del estudio se manejaron con estricta

confidencialidad, durante su publicacion.

4.1.9 Coleccién de datos

Se hizo una busqueda manual en el registro de CERNAAI para identificar pacientes
con AP. Se establecié contacto con la madre o la abuela materna, de los pacientes
con la finalidad de conseguir el consentimiento informado de su participacién en el
estudio tanto de los pacientes como de ellas, debido a que las mutaciones
heredadas, motivo del estudio, estan ligadas al cromosoma X. Ademas, se realizd

el asentimiento informado para los niflos mayores de 6 anos.

El dia de la entrevista se revisé la historia clinica. Los datos se organizaron en una
ficha de recoleccion de datos en el Anexo 2 y se asigné un codigo de registro a la

ficha.

4.2. Obtencién de muestra de sangre

Se obtuvieron muestras de sangre por duplicado, una muestra fue empleada para
la determinacién de la mutacién heredada o de novo de AP y la otra para estudio
de inmunofenotipo linfocitario por citometria de flujo, también se extrajeron
muestras de sangre a la madre y a la abuela del paciente (previo consentimiento

informado).

Las muestras de sangre (5 mL) se colectaron en tubos al vacio con heparina sédica.

Se etiquetd la muestra segun el nimero de ficha. La muestra se mantuvo y
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almacené entre 18 °C a 22 °C en el laboratorio de Inmunologia del CERNAAI, hasta

su andlisis.
4.3 Secuenciamiento genético

La muestra de sangre tanto del paciente como de la madre y la abuela se enviaron
a un laboratorio externo de biologia molecular para realizar el secuenciamiento del

gen BTK y determinar el tipo de mutaciones (heredada o de novo).

En el laboratorio de biologia molecular para el secuenciamiento genético se realiz6
la coleccion de células mononucleares (linfocitos y monocitos) de sangre periférica,
las cuales se separaron mediante centrifugacion en gradiente de densidad. Se
extrajo RNA total de 2-4 x 107 células mononucleares y se aplico el método NIRCA
(Speletas et al., 2001). Los resultados obtenidos por el método NIRCA fueron
verificados mediante secuenciamiento directo utilizando el kit de secuenciacién de
productos T7 PCR, Sequenase 2.0 (Amersham, CL, USA) de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.

4.4 Caracterizacion Inmunoldgica de los pacientes seleccionados con AP
4.4.1 Inmunofenotipo linfocitario por citometria de flujo

Se utilizé el marcador CD45+ para identificar la poblacién de linfocitos.

Se determinaron las subpoblaciones linfocitarias empleando los siguientes

marcadores:
* Linfocitos T: CD3+, CD4+, CD8+
* Linfocitos B: CD19+

» Linfocitos Natural Killer (NK): CD16+, CD56+
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Los resultados fueron reportados y revisados por un médico inmunodlogo. Estos

resultados fueron recolectados en la ficha de recoleccion de datos.

La citometria de flujo se realizo utilizando el citometro FAS-Canto II, del Centro de

Referencia de Alergia, Asma e Inmunologia (CERNAAI).
4.4.2 Determinacion de anticuerpos séricos

Se realiz6 la identificacion de inmunoglobulinas M, G, A y E, empleando ELISA

cuantitativo.

4.5 Analisis de los resultados

4.5.1. Procesamiento de datos

Los datos fueron almacenados en una hoja de calculo de Microsoft Office Excel. Se
realizo6 el andlisis exploratorio de datos tanto de las variables cualitativas como
cuantitativas. El analisis estadistico se realizé mediante el programa estadistico
SPSS version 21.0.

En cuanto a la supervivencia para la variable mortalidad, para el analisis univariado,
se elabor6 una curva de Kaplan-Meier. Se compar6 la supervivencia de acuerdo
con las variables cualitativas que describen el genotipo (Mutacién BTK heredada y
Mutacién BTK de novo).

Para la descripcién de variables cualitativas incluidas en las caracteristicas clinicas,
genéticas e inmunolégicas se utilizaron frecuencias y porcentajes.

Las variables cualitativas fueron sexo, estado nutricional, 10 o mas infecciones
del oido en un ano, 2 o0 mas infecciones serias de los senos paranasales en un afo,
2 0 mas meses con antibidéticos con un pobre efecto, 2 o mas episodios de
neumonias en un ano, poca ganancia de peso o0 en retardo en el crecimiento,
abscesos recurrentes en dermis o en otros érganos, aftas persistentes en boca o

infecciones fungicas en piel, necesidad de antibiéticos endovenosos para combatir
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infecciones, 2 0 mas infecciones profundas que producen septicemia, historia
familiar de Inmunodeficiencia primaria (IDP), presencia de tumores malignos,
autoinmunidad, necesidad del uso de inmunoglobulinas y/o de trasplante de
precursores hematopoyéticos, mutacion en gen BTK en paciente, mutacién del gen
BTK en madre y/o abuela de paciente, mutacién autosomica recesiva en el
paciente, mutacion autosémica dominante en el paciente.

Las variables cuantitativas se describieron utilizando la mediana y el rango
intercuartilico por ser una muestra pequefa. Las variables fueron edad actual, edad
de diagndstico, tiempo de retraso de diagndstico, nimero de hospitalizaciones por
infecciones previas al diagnéstico, nimero de criterios de la Jeffrey Modell
Foundation (JMF), que orientaron la sospecha clinica de IDP, resultados de la
cantidad de inmunoglobulinas M, G y A y resultados del conteo poblacional

linfocitario previo.

4.5.2 Variables empleadas en el estudio
Las variables fueron clasificadas en principales y secundarias. La

operacionalizacién de variables se presenta en la Tabla 1.

A. Variables principales. Se consideran las caracteristicas genéticas y el tiempo

de supervivencia y mortalidad.

a) Caracteristicas genéticas (genotipo): Tipo de adquisicion, mutacion

autosdmica recesiva mutacion autosémica dominante en el paciente.

b) Tiempo de supervivencia y mortalidad. Se espera un tiempo de supervivencia

menor y una mayor mortalidad para las mutaciones de novo.

B. Variables secundarias Se consideran las caracteristicas clinicas e

inmunoldgicas.
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a) Caracteristicas clinicas (fenotipo clinico). Numero de criterios de la JMF que
orientaron la sospecha clinica de IDP, 10 o mas nuevas infecciones del oido en un
ano, 2 0 mas infecciones serias de los senos paranasales en un aino, 2 0 mas meses
con antibidticos con un pobre efecto, 2 0 mas episodios de neumonias en un afo,
abscesos recurrentes en dermis o en otros érganos, aftas persistentes en boca o
infecciones fungicas en piel, necesidad de antibiéticos endovenosos para combatir
infecciones, 2 o0 mas infecciones profundas que producen septicemia, antecedentes
familiar de AP, presencia de tumores malignos, autoinmunidad, uso de

inmunoglobulina, uso de trasplante de precursores hematopoyéticos.

b) Caracteristicas inmunoldgicas (fenotipo inmunoldgico). Los datos fueron
tomados de la historia clinica y correspondieron al dosaje de inmunoglobulinas por
ELISA indirecto (IgM, IgG, IgA e IgE), y al conteo poblacional linfocitario previo
(CD3+, CD4+, CD8+, CD19+, CD16+, CD56+, CD45+). Ambos datos fueron

tomados de la historia clinica.
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Tabla 1. Operacionalizacion de variables del andlisis de supervivencia de una cohorte de pacientes con sospecha de

inmunodeficiencias primarias, Lima-Peru, 2019.

Variable

Tipo

Forma de
Mediciéon

Escala de
Mediciéon

Instrumento de
Medicién

Definiciéon de la
Variable

VARIABLES PRINCIPALES

Tipo de adquisicion

Cualitativa

Directa

Nominal

Secuenciador

Determinacion

Heredada: Mutacion
puntual en gen BTK en
madre y/o abuela del
paciente

De novo: Mutacion
puntual en gen BTK no
registrada en madre
y/0 abuela del paciente

Mutacion
gen
heredada

Mutacion
gen
novo

del
BTK

del

BTK de

Mutacion autosémica
recesiva en el paciente

Cualitativa

Directa

Nominal

Secuenciador

Determinacion de
mutaciéon autosdémico
recesiva en paciente
mediante
secuenciamiento
geneético en paciente

Presente o

Ausente
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Variable Forma de Escala de Instrumento de Definicion de la
Tipo Medicién Medicién Medicién Variable
Mutacidon autosOmica | Cualitativa Directa Nominal Secuenciador Determinacion de | Presente o
dominante en el mutacién autosémica
paciente recesiva en paciente | @usente
mediante
secuenciamiento
genético en paciente
Tiempo de | Cuantitativa |Indirecta De razén Historia clinica | Tiempo comprendido | Tiempo en
supervivencia entre el inicio y finde |meses

seguimiento. El inicio
de seguimiento se
dara desde el
momento en el que se
establecio la sospecha
diagnéstica de
acuerdo a los criterios
del FMJ en el INSN. El
fin de seguimiento
para los pacientes sin
mortalidad sera el 1 de
junio del 2018 y para
los pacientes con
mortalidad, la fecha de
muerte
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Variable ] Forma de Escala de Instrumento de Definiciéon de la
Tipo Mediciéon Medicion Medicion Variable
Mortalidad Cualitativa Indirecta Nominal Historia clinica Los datos de | Si
mortalidad indican el
nimero de|No

defunciones por lugar,
intervalo de tiempo y
causa. Los datos de
mortalidad de la OMS
reflejan las
defunciones recogidas
en los sistemas
nacionales de registro
civil, con las causas
basicas de defuncion
codificadas por las
autoridades
nacionales. En este
contexto la causa
basica seria una
agammaglobulinemia
primaria.

VARIABLES SECUNDARIAS
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Variable ] Forma de Escala de Instrumento de Definicion de la
Tipo Medicion Medicion Medicion Variable
Numero de criterios de | Cuantitativa |Indirecta De razén Ficha de|Numero de criterios | Cantidad en
la IMF continua recoleccion  de|dentro de los diez|numeros
datos descritos por la JMF
para la sospecha
clinica de IDP
10 o mas nuevas |Cualitativa |Indirecta Nominal Ficha de|Infecciones del oido|Se  expresara
infecciones del oido en recoleccion  de |sufridas por el | como:
un afo datos paciente y referidas
por la madre - Sl
-NO
2 0 mas infecciones de | Cualitativa | Indirecta Nominal Ficha de | Episodios de sinusitis|Se  expresara
los senos paranasales recoleccion  de | sufridos por el | como:
en un afo datos paciente y referidos
por la madre - Sl
-NO
2 0 mas meses con|Cualitativa Indirecta Nominal Ficha de | Uso de antibidticos por |Se  expresara
antibiéticos con un recoleccibn  de |2 o mas de dos meses | como:
pobre efecto datos referidos por la madre 5|
-NO
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Variable Forma de Escala de Instrumento de Definicién de la
Tipo Medicion Medicion Medicion Variable
2 0 mas episodios de |Cualitativa Indirecta Nominal Ficha de | Episodios de|Se  expresara
neumonias en un afio recoleccibn  de |neumonias referidos | como:
datos por la madre del
paciente - Sl
-NO
Poca ganancia de|Cualitativa |Indirecta Nominal Historia clinica Poca ganancia de|Se  expresara
peso o retardo en el peso o retardo en el|como:
crecimiento crecimiento
confirmado por la - Sl
historia  clinica  del|_
paciente
Abscesos recurrentes | Cualitativa | Indirecta Nominal Ficha de |Historia de abscesos|Se  expresara
en dermis 0 en otros recoleccion  de|recurrentes  referida |como:
organos, datos por la madre S|
-NO
Aftas persistentes en |Cualitativa |Indirecta Nominal Ficha de |Historia de aftas|Se  expresara
boca o infecciones recoleccion  de |referida por la madre |como:
fungicas en piel datos 5|
- NO
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Variable ] Forma de Escala de Instrumento de Definicién de la
Tipo Medicion Medicion Medicion Variable
Necesidad de | Cualitativa Indirecta Nominal Historia clinica Uso de antibidticos|Se  expresara
antibiéticos endovenosos como:
endovenosos para confirmado por la
combatir infecciones historia clinica para - Sl
combatir infecciones | NO
2 o0 mas infecciones|Cualitativa |Indirecta Nominal Ficha de | Historia de septicemia|Se  expresara
profundas que recoleccion  de |por infecciones como:
producen septicemia datos S|
-NO
Antecedentes Cualitativa Indirecta Nominal Ficha de|Presencia de un|Se expresara
Familiares De recoleccibn  de|antecedente familiar |como:
Agammaglobulinemias datos de
Primarias Agammaglobulinemias - Sl
primarias en familiares
) -NO
de primera, segunda o
tercera generacion
Células Cuantitativa |Directa De razén Historia clinica | Determinacion de los |cel./uL
discreta niveles del CD19
CD19 evaluado  mediante

citometria de flujo.

23




Variable Forma de Escala de Instrumento de Definicion de la
Tipo Medicién Medicién Medicién Variable

Presencia de | Cualitativa Indirecta Nominal Historia clinica Historia de malignidad |Se  expresara

Malignidad registrada. Se |como:
presenta historia de
neoplasia maligna |~ Sl
rgglst!rada, oen la _NO
historia clinica

Presencia de | Cualitativa |Indirecta Nominal Historia clinica Diagndstico de|Se  expresara

autoinmunidad enfermedades como:
autoinmunes
registradas en la - Sl
historia clinica tales _NO
como Lupus
Eritematoso
Sistémico, Artritis
reumatoide, Vasculitis,
Anemia hemolitica

Uso de | Cualitativa Indirecta Nominal Historia clinica Registro en la historia | Si

inmunoglobulina clinica sobre
indicacion y |No
efectivizacion de la
indicacién de

inmunoglobulina
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Variable Forma de Escala de Instrumento de Definicién de la
Tipo Medicion Medicion Medicion Variable

Uso de trasplante de |Cualitativa Indirecta Nominal Historia clinica Registro en la historia | Si

precursores clinica sobre

hematopoyéticos. indicacion  de  y|No
efectivizacion de la
indicacién de
trasplante de
precursores
hematopoyéticos

Niveles de | Cuantitativa |Indirecta De razoén Historia clinica | Valor de | mg/dL

inmunoglobulinas
M.G,AE.

inmunoglobulinas en
estudios  registrados
en historia clinica
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V. RESULTADOS

5.1 Pacientes de la base de datos del CERNAAI compatibles con

agammaglobulinemia primaria (AP).

Se evaluaron 20 pacientes varones con diagnéstico clinico de AP. Al momento
del estudio, la edad promedio de los pacientes fue de 8,67+ 4,25 anos, 9/20 (45
%) procedentes de provincias y 10/20 (50 %) con seguro EsSalud. La informacién
individual de edad, procedencia, tipo de seguro e institucién se presentan en la

Tabla 2.

Tabla 2. Aspectos sociodemograficos de pacientes con diagnostico clinico de
agammaglobulinemias primarias en Lima-Peru, 2018

Numero de Edad al
paciente 2018 Procedencia Tipo de seguro Institucién
1 13 Truijillo EsSalud HNERM*
2 8 Lima EsSalud HNERM
3 11 Chiclayo EsSalud HNERM
4 11 Piura EsSalud HNERM
5 10 Piura EsSalud HNERM
6 9 Lima EsSalud HNERM
7 13 Ica EsSalud HNERM
8 9 Ica EsSalud HNERM
9 10 Lima SIS INSN**
10 1 Apurimac SIS INSN
11 5 Tacna SIS HAMA***
12 12 Chiclayo EsSalud HEG****
13 10 Arequipa SIS INSN
14 3 Lima SIS INSN
15 7 Ica SIS INSN
16 9 Lima SIS INSN
17 20 Piura SIS INSN
18 7 Lima SIS INSN
19 6 Lima SIS INSN
20 2 Lima SIS INSN
n=20

* HNERM: Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins; **INSN: Instituto
Nacional de salud del Nifio; ***HAMA: Hospital Maria Auxiliadora; ****HEG:
Hospital de Emergencias Grau.
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A todos los pacientes se les evalud clinicamente en base a los criterios de la
Jeffrey Modell Foundation. Los criterios que evidenciaron una mayor frecuencia
fueron la ocurrencia de 2 o mas episodios de neumonias en un afio con 12/20 de
pacientes y la poca ganancia de peso o retardo en el crecimiento con 11/20 de
pacientes. A ello se siguen los 2 0 mas meses con antibidticos y una pobre
respuesta y 10 o mas nuevas infecciones de oido en un afio, ambos criterios con
6/20 de pacientes. Los criterios de la JMF segun el tipo de adquisicion se exponen

en la Figura 1.

Figura 1. Susceptibilidad de pacientes con agammaglobulinemia primaria de
acuerdo a los criterios de la Jeffrey Modell Foundation aplicados a pacientes con
mutaciones en el gen BTK. Lima-Peru, 2018
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En los pacientes con mutacién BTK heredada segun la Figura 2, se reporta tres
pacientes con malignidad concurrente, uno con autoinmunidad y uno con
antecedente de consanguinidad. En los pacientes con mutacion BTK de novo, se

reporta 1 caso con autoinmunidad y un caso de consanguinidad.

Figura 2. Antecedentes en pacientes con mutaciones en el gen BTK en Lima-
Pera, 2018
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5.2Mutaciones de novo o de transmisidn heredada encontradas sobre la

base del analisis genético de los pacientes con AP

A todos los pacientes se les realizé el analisis genético, se encontrd una mutacion
heredada no reportada con el cambio en el ADN en c.106_108del A. Se
encontraron 20 pacientes con mutaciones en el gen BTK, 13 de estas fueron
mutaciones heredadas con 13 madres portadoras y 7 mutaciones de novo con
madres no portadoras. Los datos individuales sobre el exén, el cambio en el ADN,
el cambio en el aminoé&cido y el estado genético de la madre, se presentan en la

Tabla 3.
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Tabla 3. Analisis genético de pacientes con diagndstico clinico de
agammaglobulinemias primarias segun mutacién en gen BTK, respecto a la
condicién genética de la madre. Lima-Peru, 2018

Numero Cambio en Condicién
de secuencia Cambioenel  genética de la

paciente Exon codificante aminodcido madre
1 No especifica  ¢.209-215insA p.N72K Portadora
2 6 c.472-475delACAG  p.T158P fsX17 Portadora
3 No especifica  ¢.106-108del A p.K36NfsX56* Portadora
4 No especifica c.1558c>T p.R520X No portadora
5 6 c.537delC p.N135KfsX42 Portadora
6 17 c.1879T>C p.F583L Portadora
7 7 c.718C>T p.Q196X Portadora
8 15 c.1667T>C p.L512P Portadora
9 6 c.537delC p.N135KfsX42 Portadora
10 17 c.1764G>T p.R544S No portadora
11 18 c.1896G>A p.W588X No portadora
12 8 c.895C>T p.P255X Portadora
13 8 c.895C>T p.P255X No portadora
14 10 €.994C>T p.R288W No portadora
15 6 c.537delC p.N135KfsX42  No portadora
16 10 c.994C>T p.R288W Portadora
17 14 c.1420A>G p.K430E No portadora
18 6 c.537delC p.N135KfsX42 Portadora
19 15 c.1667 T>C p.L512P Portadora
20 7 c.718C>T p.Q196X Portadora

*Mutacién no reportada en Genebank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
N=asparagina, T=treonina,K=lisina,A=alanina,C=cisteina
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En cuanto a los pacientes con mutacién en el gen BTK, se observé que la
mediana de la edad al diagnéstico fue de 1,98 afios con rango intercuartilico entre
1,26 y 5,84. La edad actual de los pacientes tiene una media de 8,8+4,25 arios.
La media del tiempo de seguimiento fue de 89,33154,50 meses. Otros datos
sobre procedencia, institucion donde se atiende en la actualidad y tipo de seguro,

se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Aspectos sociodemograficos de pacientes con mutaciones en el gen BTK. Lima-Peru, 2018

Mutacion BTK heredada Mutacién BTK de

(n=13) novo (n=7) Total (n=20)

Edad al diagnéstico Mediana [Q1- Q3]* 2,91 [1,13 - 5,84] 1,9 [1,46; 7,23] 1,98 [1,26; 5,84]
Edad actual Media (SD)** 9 [7,5-11,5] 7 [3-11] 8,8 [4 - 25]
Tiempo de seguimiento en meses Mediana [Q1- Q3]* 95,95 [59 -29] 77,02 [45 - 87] 89,33 [54 — 50]
Procedencia
Lima 7 (58,85 %) 1 (14,29%) 8 (40,00%)
Provincias 6 (46,15 %) 6 (85,71%) 12 (60,00%)
Institucién donde se
trata actualmente
INSN 5 (38,46 %) 5 (71,43 %) 10 (50,00 %)
HNERM 7 (58,85 %) 1 (14,29 %) 8 (40,00 %)
Otro hospital EsSalud 1 (7,69 %) (0,00 %) 1 (5,00 %)
HAMA (0,00 %) 1 (14,29 %) 1 (5,00 %)
Tipo de seguro actual

EsSalud 8 (61,54 %) 1 (14,29 %) 9 (45,00 %)

SIS 5 (38,46 %) 6 (85,71 %) 11 (55,00 %)

n=20
* Mediana(Q1-Q3): mediana (primer cuartil; tercer cuartil en anos); ** Media(SD): media (desviacién estandar)
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5.3 Caracterizacion Inmunoldgica y terapéutica de los pacientes

seleccionados con AP.

En la Tabla 5 se describen los aspectos inmunolégicos en los pacientes con
mutacion BTK. La mediana de linfocitos totales por citometria de flujo fue de 2459
(1285,5; 3670). No existi6 diferencia entre la distribucion de linfocitos totales por
citometria de flujo en base a la presencia de mutacién BTK heredada o de novo

segun la prueba no paramétrica de Wilcoxon (p=0,115).
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Tabla 5. Aspectos inmunoldgicos en pacientes con mutaciones en el gen BTK en Lima-Pera, 2018

Mutacién BTK heredada

(n=13) Mutacion BTK de novo (n=7) Total (n=20)
INMUNOLOGICOS
Linfocitos totales por citometria de
flujo Mediana [Q1- Q3]* 1863 [1232 - 3343] 3670 [1795 - 4250] 2459 [1285,5 - 3670]
Linfocitos CD19+ Mediana [Q1-
Q3]* 3 [0-16,5] 9 [3-24] 8 [0,25 - 18,75]
lgG (mg/dL) Mediana [Q1- Q3]* 65,38 [35 - 89,5] 66,57 [18 - 94] 65,8 [26 - 03]
IgM (mg/dL) Media (SD) 32,46 (17,65) 38,14 (11,17) 34,45 (15,69)
IgA (mg/dL) Mediana [Q1- Q3]* 8 [2,5- 14,5] 10 [3-12] 8 [3-11,5]
IgE (mg/dL) Mediana [Q1- Q3]* 21 [11 -37] 48 [39 — 58] 29 [17 - 48,5]

*Mediana(Q1- Q3): mediana(primer cuartil; tercer cuartil); ** Media(SD): media (desviacién estandar)
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Los niveles de IgE tuvieron una mediana de 21 [11 - 37] mg/dL para los pacientes
con mutacién BTK heredada. Por su parte, para los pacientes con mutacién BTK
de novo se encontr6 una mediana de 48 [39 - 58]) mg/dL. Se encontré diferencia
entre los niveles de IgE segun el tipo de mutacién heredada versus de novo
siendo mayores los niveles de IgE para los pacientes con mutaciones de novo

con respecto a los pacientes con mutacion heredada (Figura 3).

Figura 3. Niveles de IgE de 20 pacientes segun el tipo mutacién BTK en Lima-
Perd, 2018. Se observa una diferencia en la distribucién de los niveles de IgE
siendo mayor en los pacientes con mutacion BTK de novo con respecto a los

pacientes con mutacién BTK heredada.
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En cuanto al tratamiento (Figura 4), 18/20 (90 %) de los pacientes recibieron
inmunoglobulina y todos los pacientes recibieron antibidtico como profilaxis. Sélo
2 pacientes recibieron el tratamiento definitivo que consistié en trasplante de
precursores hematopoyéticos (células madre procedentes de la médula 6sea o

cordén umbilical, segun disponibilidad y compatibilidad).

Figura 4. Terapéutica en pacientes con mutaciones en el gen BTK en Lima-Peru,
2018
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5.4 Prondstico en base a la supervivencia de los pacientes con
agammaglobulinemia primaria y su asociacion con el tipo de mutacién

del gen BTK.

En los pacientes evaluados se encontraron 4/20 (20 %) de fallecidos durante el
seguimiento, cuya causa basal fue la agammaglobulinemia primaria. El tiempo de
supervivencia estimado para los pacientes con mutacion BTK heredada fue de
151,18 (IC 95%: 115,41; 186,94) meses y para los pacientes con mutacién BTK
de novo con una media de supervivencia de 126,34 (IC 95 %: 83,65; 169,03)
meses. El tiempo de supervivencia global para mutaciones BTK fue de 145,82 (IC

95 %: 116,64; 174,98) meses.

En la Figura 5, se evidencia que la probabilidad de supervivencia fue de
aproximadamente 72 % para los pacientes con mutacion BTK heredada y
aproximadamente 65 % para los pacientes con mutacién BTK de novo. Al
comparar las curvas de supervivencia con el andlisis de Kaplan Meier se encontrd
un Log Rank Chi cuadrado de 0,242 con un p=0,62. Por lo tanto, se encontré que
no hay diferencia significativa entre las curvas de supervivencia de los pacientes

con mutacion BTK heredada versus de novo.
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Figura 5. Analisis de supervivencia de 20 pacientes con mutacion BTK en Lima-
Pert, 2018. Se observa que la funcidén de supervivencia establece una curva
inferior para los pacientes con mutacion BTK de novo con respecto a los pacientes

con mutacion BTK heredada.
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V1. DISCUSION

El estudio brinda una primera aproximacion con respecto a la mortalidad y
supervivencia en pacientes pediatricos con agammaglobulinemia en el Peru. En
cuanto a las caracteristicas clinicas de los pacientes evaluados, la mediana de la
edad al momento del diagnoéstico fue de aproximadamente 2 afios. Ello se contrasta
con el estudio de Veramendi-Espinoza et al., (2017) realizado en una poblacion

similar con una edad promedio al momento del diagndstico de 7,4 afnos.

Los resultados del estudio aportan evidencia de un contraste notable en cuanto a
la edad de diagnédstico basado en la sospecha a partir de las manifestaciones
clinicas, asi el 50 % de los pacientes desarrollan manifestaciones clinicas al afio de
edad, y mas del 95 % desarrollan sintomas a los cinco afos de edad (Vancikova et
al., 2013). Por otra parte, todos los pacientes fueron varones. Ello concuerda con
lo referido en la literatura, ya que la agammaglobulinemia mas frecuente es la ligada
al cromosoma X y solo se expresa en hijos de portadoras o se presentan de novo

(Rodriguez et al., 2001).

En cuanto a antecedentes, se observo que las infecciones recurrentes estuvieron
presentes en mas del 60% de los casos. Respecto a las afecciones que se
presentaron con mayor frecuencia en el Ultimo afno de vida del paciente con
mutacion heredada fueron la neumonia (60 %); y poca ganancia de peso o retardo
de crecimiento (55 %), ello coincide con lo descrito previamente en los reportes
donde se afirma que las neumonias a repeticion en nifnos de edad media y el retardo
en el crecimiento, en nifos menores de 2 anos, son las caracteristicas clinicas mas
frecuentes (Abolhassani et al., 2016). El antecedente de infecciones recurrentes

constituye un aspecto clinico fundamental para establecer la sospecha diagnéstica
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de inmunodeficiencia primaria (Modell et al., 2011). Las subcategorias de
infecciones se consideran dentro de los signos de sospecha de la Jeffrey Modell
Foundation (Modell et al., 2017). Solo un paciente tuvo el antecedente de
consanguinidad y un paciente presenté el antecedente familiar de IDP. En otros
estudios se ha reportado consanguinidad en casi el 30% de los casos (Wang et al.,

2001).

En cuanto a las caracteristicas genéticas en relacion con el tipo de mutacion se
encontré que, de las mutaciones BTK, 13 fueron heredadas y 7 fueron de novo. En
un estudio realizado en la India, las mutaciones del gen BTK se encontraron en el
69% de los casos y solo 3 fueron mutaciones de novo (Wang et al., 2001). Zhang
et al., (2010) en un estudio realizado en China encontraron mutaciones BTK en 16
de 21 pacientes y de las cuales solo 2 correspondian a mutaciones de novo. En
Iran se identificaron mutaciones BTK en 39 de 51 pacientes, y se reportd una
mutacion nueva (Abolhassani et al., 2016). La literatura reporta que las mutaciones
de novo pueden influenciar en la severidad y la mortalidad de los pacientes
ejerciendo impacto sobre el fenotipo clinico (Acuna-Hidalgo et al., 2016); sin

embargo, en el estudio realizado. esto no se evidencio.

La diferencia encontrada en los niveles de IgE entre el tipo de mutacion heredada
versus de novo no ha sido reportado previamente; sin embargo, en el informe de
Sokol & Milner (2018) se informd respecto a la concurrencia de inmunodeficiencias
primarias y enfermedades alérgicas. Este hallazgo fue principalmente descrito en
trastornos con mutaciones de un solo gen y se reportaron enfermedades alérgicas
como dermatitis atdpica vy rinitis alérgica. En este estudio no se cuantificaron los

niveles de IgE. Esta diferencia en IgE podria deberse al tipo de adquisicion o, podria
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deberse al enmascaramiento de una variable, sin embargo, por el pequefio tamano

de muestra un analisis de confusores estaria limitado.

En cuanto al tratamiento, todos los pacientes habian recibido inmunoglobulina. La
utilizaciéon de inmunoglobulina es la piedra angular del tratamiento de la ALX.
Dentro de las medidas de soporte se incluyen tratamientos para evitar la infeccidén
y la inmunizacion con vacunas muertas (Howard et al., 2006). La experiencia clinica
y los estudios observacionales en pacientes con ALX y otras formas de
agammaglobulinemia o hipogammaglobulinemia indican que la terapia de
inmunoglobulina disminuye la morbilidad y la mortalidad (Hernandez-Trujillo, 2017).
En el presente estudio no se considera dicha intervencién para el analisis de

supervivencia.

Mas del 90% de los pacientes recibieron antibiético como profilaxis. Ademas de la
terapia de reemplazo de inmunoglobulina, los pacientes con ALX requieren
tratamiento antibidtico intensivo frente a cualquier sospecha de infeccion. En
algunos casos, la terapia antibiética prolongada puede estar indicada como
tratamiento para infecciones pulmonares en curso o sinusitis crénica o como

profilaxis contra tales infecciones (Winkelstein et al., 2008).

Hernandez-Truijillo (2017) informé acerca de 2 pacientes que fueron sometidos a
un trasplante de precursores hematopoyéticos demostrando que este tratamiento
puede ser beneficioso en pacientes con ALX. Se encontrd que el tiempo promedio
de supervivencia para mutaciones BTK fue de 145,82 meses en un tiempo de
seguimiento promedio de 89,33 meses y 4 (20%) de pacientes fallecidos. En la
India, un estudio establecié una mortalidad del 19% en 36 pacientes con un tiempo
de supervivencia de 137 meses durante un tiempo de seguimiento de 200 meses.
Los datos que se reportan en el presente estudio son similares incluso por haberse
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realizado en un pais en vias de desarrollo (World Bank Country and Lending
Groups, 2020); sin embargo, no consideraron la evaluacion de la supervivencia en

base al tipo de adquisicion (Singh et al., 2016).

Asimismo, en otro estudio realizado en Irdn se encontr6 una frecuencia de
mortalidad de 26,8% en un tiempo de seguimiento de 5 afios con una probabilidad
de supervivencia global de aproximadamente 78% en dicho periodo de tiempo, sin
embargo no se muestra la media de supervivencia ni su respectivo intervalo de

confianza (Abolhassani et al., 2016).

De acuerdo con los datos reportados los pacientes evaluados en el presente
estudio tienen menor probabilidad de supervivencia que los pacientes
norteamericanos (Winkelstein et al., 2006). Esta diferencia podria deberse al
diagnostico precoz y las opciones de tratamiento disponibles como el trasplante de

precursores hematopoyéticos o la terapia génica.

En el presente estudio, la supervivencia de los pacientes en base a las categorias
genotipicas mutacion BTK heredada y de novo, no fue significativa. En los estudios
previamente publicados no se realiz6 tal comparacién. En presente la investigacion,
todos los pacientes fueron sometidos al analisis genético; sin embargo, el estudio
elaborado por Winkelstein et al. (2008) se basé en la supervivencia y el diagnéstico
genético. Esta comparacion no fue significativa en dicho caso, dejando claro que el
diagnostico genético es importante para verificar la causa de la inmunodeficiencia
excluyendo la influencia en la supervivencia de los pacientes por tratarse de una
enfermedad genética que no tiene avances a ese nivel, sino que a medida que el
paciente crece su debilidad inmune se hace mas notoria puesto que se expone a
agresores de su entorno que terminaran deteriorando su salud y por ende lo
exponen a la muerte.
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Respecto a la validez interna del estudio, el objetivo principal se delimitdé de un
modo apropiado y se escogié un disefio adecuado para la resolucidn de la pregunta
de investigacién. Es importante mencionar que la cantidad de pacientes (n=20), no
permite extrapolar los resultados obtenidos respecto a la poblaciéon general. Por
esa razon, el estudio se ha centrado en realizar un analisis de supervivencia
bivariado no paramétrico; sin embargo, constituye un aporte al conocimiento que

permitira establecer las bases de las agammaglobulinemias primarias en el Peru.
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VII. CONCLUSIONES

Se reporta por primera vez en el mundo, la mutacién con el cambio en el ADN

en ¢.106_108del A en el gen BTK de un paciente cuya madre es portadora.

En base al andlisis genético de las madres de los 20 pacientes, se encontraron
13 mutaciones BTK heredadas y 7 mutaciones de novo con una proporcion

~1:2 (de novo: heredada).

Las afecciones que se presentaron con mayor frecuencia en el Ultimo afo de
vida del paciente con mutacion heredada fueron la neumonia (60%, dos o0 mas

episodios); y poca ganancia de peso o retardo de crecimiento (55%)

La supervivencia de los pacientes con agammaglobulinea no parece estar en
funcion del origen de la mutacién en el gen BTK. No obstante, debe tenerse
en cuenta que el bajo tamarfio de muestra incluido en el estudio puede estar

afectando la posibilidad de identificar un efecto real (p=0,62).

La IgE se presentd significativamente incrementada en los pacientes con

mutacién de novo.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar estudios con un mayor tamafo muestral para establecer curvas de
supervivencia que permitan realizar comparaciones mas exhaustivas.
Registrar a todos los pacientes con agammaglobulinemias primarias y
ampliar el tiempo de seguimiento de la cohorte, ademas de considerar otras
variables clinicas e inmunoldgicas para el analisis de supervivencia.
Implementar la logistica necesaria para realizar el diagndstico molecular
necesario y categorizar a los pacientes en base a su genotipo considerando
la mayor frecuencia de mutaciones BTK con respecto a las mutaciones
recesivas. Ello podria permitir considerar el estudio en base a paneles o
citometria de flujo que incluya el respectivo marcador.

Realizar el estudio de rutina de la linea materna en caso de sospecha de
agammaglobulinemia primaria para establecer si las mutaciones son
heredadas con madres portadoras o de novo con madres no portadoras.
Difundir el conocimiento sobre inmunodeficiencias primarias para mejorar el
indice de sospecha diagndstica en todos los niveles de atencién.

Realizar revisiones sistematicas o estudios multicéntricos que aborden el
tépico tratado en el presente estudio para incrementar el conocimiento
acerca del impacto de diversas variables como el genotipo sobre la

supervivencia de pacientes con agammaglobulinemias primarias.
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ANEXO 1

CRITERIOS PARA ESTABLECER LA SOSPECHA CLINICA DE
AGAMMAGLOBULINEMIA PRIMARIA

CRITERIOS CLINICOS
o La sospecha clinica considerard los criterios de la Jeffrey
Modell Foundation que establece 10 signos de alarma, la
presencia de 2 signos o mas.

o Estos signos son los siguientes: 10 o mas nuevas
infecciones del oido en un afo, 2 o mas infecciones
serias de los senos paranasales en un afo, 2 0 mas
meses con antibibticos con un pobre efecto, 2 o0 méas
episodios de neumonias en un afo, poca ganancia de
peso o0 en retardo en el crecimiento, abscesos
recurrentes en dermis o en otros Organos, aftas
persistentes en boca o infecciones fungicas en piel,
necesidad de antibiéticos endovenosos para combatir
infecciones, 2 o mas infecciones profundas que
producen septicemia, historia familiar de IDP. La
presencia de 2 signos o mas establece una alta
sospecha clinica de IDP (Modell et al., 2017).

CRITERIOS LABORATORIALES

o Personas con niveles de inmunoglobulinas disminuidos (IgG
y/o IgA y/o IgM <100 mg/dl )

o Pacientes con recuento poblacional linfocitario mediante
citometria de flujo y con evidencia de CD19- (Linfocitos B

menor al 2% del total de linfocitos)
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ANEXO 2

Ficha de Recoleccion de Datos.

NUMERO DE FICHA

Nombre completo:

Teléfono:

Edad:

Sexo:F M

Peso (Tomar de historia clinica):

Talla(Tomar de historia clinica):

N o ok~ w0~

Antecedente familiar de agammaglobulinemia: Si / No. Especificar pariente
afectado por tal entidad (parentesco/ generacion):

8. Edad al diagnéstico (Tomar de historia clinica):

9. Fecha de diagnostico (fecha en la que se establece la sospecha de
Agammaglobulinemia primaria), confirmar en historia clinica:

10. Mortalidad (Tomar de historia clinica): Si/ No

11. Fecha de muerte (Tomar de historia clinica):

12.Fecha de primera hospitalizacién (Tomar de historia clinica):

13. Numero de hospitalizaciones previas al diagnéstico (Tomar de historia
clinica):

14. Numero de criterios de la JMF que orientaron la sospecha clinica de IDP:

15.Fecha aproximada en la que ya cumplia con dos criterios de ja JMF:

16.10 o mas nuevas infecciones del oido en un ano: Si/ No

17.2 0 mas infecciones serias de los senos paranasales en un ano: Si/ No
18.2 0 mas meses con antibidticos con un pobre efecto: Si/ No

19.2 0 mas episodios de neumonias en un afo: Si/ No

20.Poca ganancia de peso o en retardo en el crecimiento: Si/ No

21. Abscesos recurrentes en dermis o en otros 6rganos: Si/ No

22. Aftas persistentes en boca o infecciones fungicas en piel: Si/ No

23.Necesidad de antibi6ticos endovenosos para combatir infecciones: Si/ No
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24.2 o mas infecciones profundas que producen septicemia, historia familiar de
IDP: Si/ No
25. Presencia de malignidad: Si / No. Especificar:

26. Presencia de autoinmunidad: Si/ No. Especificar:

27.Primer recuento celular por citometria de flujo (cel/uL) (Tomar de historia
clinica):
a. CD19:

Fecha de primer recuento celular:

28.Niveles de inmunoglobulinas:

Nivel de Inmunoglobulinas Fecha de toma
a. lgG:
b. IgM:
c. lgA:

29. Mutacién BTK en paciente: Si/ No. Especificar mutacion:

30. Mutacién BTK en madre: Si/ No. Especificar mutacién:

31.Mutacién BTK en abuela materna: Si/ No. Especificar mutacion:

32. Mutacién autosdmica recesiva en paciente: Si/ No. Especificar mutacién:

33. Mutacién autosémica dominante en paciente: Si/ No. Especificar

mutacion:

34.Uso de inmunoglobulina: Si/ No. Fecha de efectivizacién de indicacion
registrada en la historia clinica:
35. Trasplante de precursores hematopoyéticos: Si / No. Fecha de trasplante

registrada en historia clinica:
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ANEXO 3

alde

Brefia
o”

PPERU | Ministerio . o Nacjon
i =l de Saludy. el Nifio -
“ANO DEL BUEN SERVICIO AL CIUDADAN

Lima, 18 de octubre de 2017

OFICIO N° 0227-2017-CEI-INSN

M.P.

EDGAR MATOS BENAVIDES

Investigador Principal del Proyecto CL-28/17
Presente.-

Asunto: Aprobacion del Proyecto de Investigacién CL-28/17 titulado: “An4lisis de supervivencia
de una cohorte de pacientes con agammaglobulinemia primaria”. ’

Registro:
Reg. OEAIDE-01698-2017
Reg. UDISENO-0182-2017
Reg. CEI-0142-2017

De mi mayor consideracién:

Es grato dirigirme a usted para saludarlo cordialmente y asimismo informarle que con relacion al
Proyecto de Investigacién CL-28/17 titulado: “4ndlisis de supervivencia de una cohorte de
pacientes con agammaglobulinemia primaria Z

El Comité de Etica en Investigacion del Instituto Nacional de Salud del Nifio, en su Sesién N° 20-
2017, de fecha 18 de octubre de 2017, ha acordado la aprobacién del Proyecto de Investigacidn.

La vigencia de esta aprobacién es desde el 18 de octubre de 2017 al 17 de octubre de 2018.

Los tramites para su renovacién deberan iniciarse 30 dias antes de su vencimiento.

Sin otro particular, quedo de ud.,

Atentamente,
MINI. = LUD
INSTITUTO LE GE: SERV
INSTITUT@ Na, {le] :‘Eﬁd%‘gebfw 'buo

....................

DR GAMANIEL! ; &&;ﬁ;}&gACABANA
vNEm]I% !&Lg

INVEST( b
¥ SALU0 BEL ko

DR. GAMANIEL R. GUE\[ARA CHACABANA
Presidente del Comité de Etica en Investigacion,
Instituto Nacional de Salud del Nifio.

Av. Brasil 600
www.insn.gob.pe Brefia. Lima 5, Perg
T (511) 330-0066



ANEXO 4
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD DEL NINO
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PADRES O APODERADO DEL NINO

El Instituto Nacional de Salud del Nifio (INSN) y el Méd. Edgar Emilio Matos
Benavides, estan realizando un trabajo de investigacion titulado:

“IDENTIFICACION DE MUTACIONES HEREDADAS Y DE NOVO EN EL GEN
BTK DE UNA COHORTE DE PACIENTES CON AGAMMAGLOBULINEMIA
PRIMARIA EN EL INSTITUTO NACIONAL DE SALUD DEL NINO”

Queremos invitar a su hijo(a) a participar en este trabajo de investigacién, por lo

gue le pedimos que lea detenidamente este documento.

¢ De qué se trata el estudio? El objetivo del estudio ES realizar un analisis de
supervivencia en los nifnos con sospecha de agammaglobulinemia primaria que son

atendidos en el Instituto Nacional de Salud del Nifo.

Los nifios con agammaglobulinemias primarias tienen caracteristicas propias
de su enfermedad como sus molestias, antecedentes de infecciones,
antecedentes de otras enfermedades, antecedentes de familiares con su
misma enfermedad, sus las alteraciones en sus genes, entre otras. En
muchas ocasiones no se les puede realizar el estudio de sus genes. Gracias
al estudio que se esta realizando podremos tener informacion sobre las
alteraciones en sus genes. Estas alteraciones podrian repercutir en que los
ninos tengan una mayor probabilidad de desarrollar complicaciones y hasta
morir. De este modo, queremos saber cuanto tiempo los nifios sobreviven a
esta enfermedad y saber si las alteraciones en sus genes tienen influencia

sobre la supervivencia para asi poder atenderlas a tiempo.

¢, Quiénes pueden participar? Todos los nifios con sospecha diagndstica de

agammaglobulinemia primaria, menores de 18 afnos.

¢, Qué se me pedira que haga mi hijo (a) para que participe en el estudio? Se
le preguntara sobre sus molestias (sintomas) y se le realizaran los

siguientes estudios:
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» Se le realizaran algunas preguntas a usted y a su hijo para obtener informacion
sobre el curso de la enfermedad en base a sus relatos.

» Toma de muestra de sangre aproximadamente 1 cucharadita (5ml) para obtener
la muestra para el analisis genético; es decir el estudio de las alteraciones
genéticas implicadas en la enfermedad de su hijo.

e ¢ Cuanto tiempo participaria mi hijo(a) en el estudio? Durara el tiempo que
demore la recoleccién de datos, la toma de la muestra de sangre. Los resultados
del andlisis genético no estaran inmediatamente, se procesaran al final del
estudio, y se le comunicara por teléfono los resultados del mismo y se le

agregara el mismo a su historia clinica.

Asi en su préxima cita con su médico tratante podra evaluar con los resultados el

tratamiento a seguir.
¢ Existe riesgo para mi hijo(a) si participa en el estudio?

De la toma de muestra de sangre, existe el siguiente riesgo: como cualquier
procedimiento de rutina de toma de muestra de sangre, existe siempre la molestia
del dolor de la puncién de la aguja para la obtencién de la muestra, el cual sera
minimo ya que se usara un anestésico local para minimizar en lo posible esta

molestia.

¢Existe algun beneficio por participar en el estudio? El beneficio es que se le
realizard el examen genético que es necesario para obtener el diagnéstico

especifico de agammaglobulinemia primaria.

¢Existen otras alternativas? En el presente estudio se realiza la extraccién de la
muestra de sangre para el andlisis genético, el cual es el examen que permite hacer
el diagndstico especifico. Usted es libre de decidir voluntariamente si participa su
nifno en el estudio y se le realiza los examenes a su hijo(a). La no participacién, no
interfiere en nada el proceso normal de atencién médica en el Instituto Nacional de
Salud del Nifo.

¢, Cudl es el costo del estudio? Usted, no tendra que pagar ningun costo adicional,
si su hijo (a) participa en el estudio. El costo de la secuenciaciéon de ADN (analisis
genético) sera cubierto por el estudio. Asi mismo no recibirA compensacion

monetaria por su participacion en él.
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¢, Puedo retirar a mi hijo (a) del estudio? Si, Usted tiene el derecho de retirar a su
hijo del estudio en cualquier momento, sin que ello afecte la atencién médica que
recibe en el Instituto.

Todos los datos y resultados del estudio seran manejados en forma confidencial.

La informacién médica de este estudio sera presentada al Instituto Nacional de
Salud del Nifio y expuesta en reuniones cientificas o publicada en revistas
cientificas, sin embargo, los participantes del estudio no seran identificados por sus

nombres.

Si Usted o cualquier miembro de su familia tiene preguntas sobre el estudio,
comuniquese Con ................... , al teléfono (Lima) 01-3300066 Anexos - ....... Si
Usted tiene duda acerca de los derechos de su hijo(a) como participante en un
estudio de investigaciéon comuniquese al Comité de Etica del INSN al teléfono
(Lima) 01-3300066 Anexo 6018 (OEAIDE).

DECLARACION VOLUNTARIA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se me ha informado de la investigacidon y he tenido la oportunidad de hacer
preguntas. Por lo tanto, estoy de acuerdo que mi hijo (a) forme parte del estudio.
Comprendo que tengo derecho a retirar a mi hijo (a), sin alterar la actual o futura
atencion médica que reciba en la Institucion. Reconozco haber recibido una copia
del presente formulario.

Nombre y apellidos del participante:

Nombre del padre o madre o tutor Firma del padre o madre o tutor

legal legal
Teléfono
Nombre del investigador Firma del investigador:

Fechay hora:
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ANEXO 5
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD DEL NINO
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA MADRE O ABUELA MATERNA

El Instituto Nacional de Salud del Nifio (INSN) y el autor, estan realizando un

trabajo de investigacion titulado:

“IDENTIFICACION DE MUTACIONES HEREDADAS Y DE NOVO EN EL GEN
BTK DE UNA COHORTE DE PACIENTES CON AGAMMAGLOBULINEMIA
PRIMARIA EN EL INSTITUTO NACIONAL DE SALUD DEL NINO”

Queremos invitarla a participar en este trabajo de investigacion, principalmente con
su colaboracién permitiendo que se le tome una muestra de sangre por lo que le

pedimos que lea detenidamente este documento.

¢,De qué se trata el estudio? Determinar el tiempo de supervivencia de los nifios
con sospecha de agammaglobulinemia primaria que son atendidos en el Instituto

Nacional de Salud del Nino.

Los problemas genéticos que pueden estar involucrados con la enfermedad de su
hijo 0 nieto pueden haber sido hereditarios 0 ser mutaciones nuevas que solo se
presentan en su hijo sin antecedente de tener un familiar afectado. La evaluacién
de la sangre de usted y de sus genes permitira saber si usted es portadora de la
alteracion y si su hijo o nieto la heredd de usted. El conocimiento ello permitiria
orientarla mejor sobre exactamente qué tipo de alteracién tiene su hijo o nieto y
saber si dicha alteracién tiene alguna consecuencia sobre el desarrollo de

complicaciones e incluso hasta morir tempranamente.

¢Quiénes pueden participar? Todos los nifios con sospecha diagndstica de
agammaglobulinemia primaria, menores de 18 afos. Se le pide una especial
participacion de usted en cuanto se refiere a la toma de muestra de su sangre

para el andlisis genético y saber si usted es portadora de la alteracion.

¢Qué se me pedira que haga para que participe en el estudio? Se le
preguntara sobre sus molestias (sintomas) y se le realizaran los siguientes

estudios:
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. Toma de muestra de sangre aproximadamente 1 cucharadita (5ml) para
obtener la muestra para el analisis genético; es decir el estudio de las

alteraciones genéticas implicadas en la enfermedad de su hijo.

. ¢,Cuanto tiempo participaria mi hijo(a) en el estudio? Durara el tiempo
que demore la recoleccion de datos, la toma de la muestra de sangre. Los
resultados del andlisis genético no estaran inmediatamente, se procesaran al
final del estudio, y se le comunicara por teléfono los resultados del mismo y se le

agregara el mismo a su historia clinica.

Asi en su préxima cita con su médico tratante podra evaluar con los resultados el

tratamiento a seguir.

¢ Existe riesgo para mi si participo en el estudio? Existen los siguientes

riesgos.

De la Toma de muestra de sangre: Como cualquier procedimiento de rutina de toma
de muestra de sangre, existe siempre la molestia del dolor de la puncién de la aguja
para la obtencién de la muestra, el cual sera minimo ya que se usara un anestésico

local para minimizar en lo posible esta molestia.

¢ Existe algun beneficio por participar en el estudio? El beneficio es que se le
realizara el examen genético que es necesario para obtener el diagnédstico
especifico de agammaglobulinemia primaria siendo estos muy importante ya que
ayudan a tomar las medidas de tratamiento de la enfermedad de su nifio. A su vez

se podra establecer si usted es portadora del gen.

¢Existen otras alternativas? En el presente estudio se realiza la extraccion de la
muestra de sangre para el andlisis genético, el cual es el examen que permite
aproximarse al diagnéstico especifico. Usted es libre de decir voluntariamente si
participa en el estudio y se le realiza los examenes, La no participacién, no interfiere
en nada el proceso normal de atencién médica en el Instituto Nacional de Salud del
Nifo.

¢, Cudl es el costo del estudio? Usted, no tendra que pagar ningun costo adicional,
si su hijo(a) participa en el estudio. El costo de la secuenciacion de ADN (analisis
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genético) sera cubierto por el estudio. Asi mismo no recibird compensacion

monetaria por su participacion en él.

¢, Puedo retirar a mi hijo(a) del estudio? Si, Usted tiene el derecho de retirar a su
hijo del estudio en cualquier momento, sin que ello afecte la atencion médica que

recibe en el Instituto.
Todos los datos y resultados del estudio seran manejados en forma confidencial.

La informacién médica de este estudio sera presentada al Instituto Nacional de
Salud del Nifio y expuesta en reuniones cientificas o publicada en revistas
cientificas, sin embargo, los participantes del estudio no seran identificados por sus
nombres. Si Usted o cualquier miembro de su familia tiene preguntas sobre el
estudio, comuniquese con ................ , al teléfono (Lima) 01-3300066 Anexos - .
Si Usted tiene duda acerca de los derechos de su hijo (a) como participante en un
estudio de investigaciéon comuniquese al Comité de Etica del INSN al teléfono
(Lima) 01-3300066 Anexo 6018 (OEAIDE).

DECLARACION VOLUNTARIA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se me ha informado de la investigacién y he tenido la oportunidad de hacer
preguntas. Por lo tanto, estoy de acuerdo que mi hijo (a) forme parte del estudio.
Comprendo que tengo derecho a retirar a mi hijo (a), sin alterar la actual o futura
atencion médica que reciba en la Institucion. Reconozco haber recibido una copia

del presente formulario.

Nombre y apellidos del participante:

Nombre del padre o madre o tutor Firma del padre o madre o tutor
legal legal
Teléfono
Nombre del investigador Firma del investigador:
Fechay hora:
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ANEXO 6
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD DEL NINO
ASENTIMIENTO INFORMADO
(A partir de los 7 afios de edad)

Se te invita a participar en un estudio para ver cuanto te afectan tus molestias de la
enfermedad y los resultados de tus examenes de laboratorio.

Si decides participar en el estudio, ocurrira lo siguiente:
- El médico te hara algunas preguntas.

- Luego se te tomara una muestra de sangre del antebrazo, previa colocacion
de un anestésico en la piel para disminuir el dolor del pinchazo de la aguja al
momento de extraer la sangre, todo esto para los problemas genéticos que hay en

tu sangre.

- Los resultados del examen de sangre seran entregados a tus padres o tutor
legal, para que en la proxima consulta sean evaluados por el médico que te trata.

Si no deseas participar en el estudio, nadie se enfadara contigo. Si decides retirarte
después de que empecemos, también lo puedes hacer.

Si Usted o cualquier miembro de su familia tiene preguntas sobre el estudio,
comuniquese con el Comité de Etica del INSN al teléfono (Lima) 01-3300066 Anexo
6018 (OEAIDE)

DECLARACION VOLUNTARIA DE ASENTIMIENTO INFORMADO

He leido o me han leido, este documento. Mi padre o madre o el representante legal
y el médico me han explicado el estudio y han respondido mis preguntas, por lo que
acepto voluntariamente a participar en este estudio.
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Nombre y apellidos del participante:

Firma del participante:

o0 Huella

digital:

Nombre de la persona que explica en asentimiento

persona que explica en asentimiento

Nombre del Investigador:

investigador

Fecha:

Hora:
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