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$Qué se sabe del tema que trata este estudio? $Qué aporta este estudio a lo ya conocido?
La linfohistiocitosis hemofagocitica (HLH), es un sindrome clinico Se demostré que el estudio molecular es una valiosa herramienta en
provocado por una respuesta inadecuada del sistema inmunoldgico los casos de HLH para determinar su etiologfa, atn en la presencia
a un desencadenante, puede ser primaria (familiar) o secundaria, de una infecciéon y como el TMO es la una opcién curativa en esta
pero es muy dificil diferenciar la etiologia en presencia de una in- entidad.
feccién.
Resumen Palabras clave:
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La linfohistiocitosis hemofagocitica (HLH) corresponde a una activacién exagerada, primaria o se- e
X ) : L R O " N Familiar
cundaria, del sistema inmunoldgico. La linfohistiocitosis hemofagocitica familiar tipo 3 (LHF-3) es 7. o gocitica;
un desorden del sistema inmune severo, causado por mutaciones en el gen UNCI3D, el cual codifica LinthiStiOCitOSi’S‘

para una proteina esencial en la funcién citotoxica de los linfocitos. Objetivo: Describir la relevancia UNCI3D:
diagnostica de la secuenciacién de nueva generacién (NGS) en el enfoque de un paciente con sospecha ’
de LHF y demostrar la efectividad del trasplante de médula 6sea como tinica medida curativa. Caso
Clinico: Preescolar de 4 aios masculino, previamente sano, quien debuté con un sindrome mononu-
cleésico e IgM positiva para virus de Epstein Barr. El paciente evolucion6 con hepatoesplenomegalia y
deterioro clinico progresivo. Se sospeché un sindrome linfoproliferativo, el cual fue descartado por as-
pirado de médula dsea, encontrando evidencia de hemofagocitosis activa. El paciente cumplia criterios
para sindrome hemofagocitico (por compromiso de médula ésea, pancitopenia, elevacion de ferritina
e hipertrigliceridemia) y ante la no respuesta al protocolo de primera linea, incluyendo terapia antivi-
ral, se considerd la posibilidad de una etiologia primaria. Se complet6 estudio molecular con NGS que
fue positivo para LHF-3. Debido a la evolucién clinica se realizé trasplante de médula 6sea con resul-
tado exitoso a los 5 afios de seguimiento. Conclusién: La NGS es una herramienta indispensable en el
diagnostico de la LHF, principalmente cuando la respuesta al tratamiento estdndar no es adecuada y
facilita la instauracién oportuna de las medidas terapéuticas necesarias.
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Abstract

Hemophagocytic lymphohistiocytosis (HLH) is an exaggerated activation of the immune system
which can be either primary (familial) or secondary. Familial hemophagocytic lymphohistiocytosis
type 3 (FHL-3) is a severe immune disorder, caused by mutations in the UNC13D gene, which codes
for a protein crucial to the cytotoxic function of lymphocytes. Objective: To describe the diagnostic
relevance of next-generation sequencing in the approach of a patient with suspected FHL and to
demonstrate the effectiveness of bone marrow transplantation as the only curative measure. Clinical
Case: 4-year-old preschool male, previously healthy, who presented with mononucleosis syndrome
and positive IgM for Epstein Barr virus, developing hepatosplenomegaly and progressive clinical de-
terioration. A lymphoproliferative syndrome was suspected, which was ruled out by bone marrow
aspiration, finding evidence of active hemophagocytosis. The patient met the criteria for hemophago-
cytic syndrome (bone marrow aspiration, pancytopenia, elevated ferritin, and hypertriglyceridemia)
and, given the lack of response to first-line management, including antiviral treatment, a possible
primary etiology was considered. A molecular study was completed with NGS that was positive for
FHL-3. Due to the progressive clinical deterioration, a bone marrow transplantation was performed,
presenting successful results after the first year had elapsed. Conclusion: NGS is an indispensable
tool in the diagnosis of FHL, mainly when the response to standard treatment is not adequate and

CASO CLINICO

Keywords:
Familial
Hemophagocytic

Lymphohistiocytosis;

UNCI3D;
Next-Generation
Sequencing;
Bone Marrow
Transplantation

facilitates the timely implementation of the necessary therapeutic measures.

Introducciéon

La linfohistiocitosis hemofagocitica (HLH) es la
activacion desenfrenada de los linfocitos T citotéxi-
cos, las células asesinas naturales (NK) y macréfagos'.
Puede ser primario (familiar) o secundario a diferentes
etiologias tales como: infecciones, malignidad, desér-
denes reumatoldgicos e inmunodeficiencias. Sin em-
bargo, en ausencia de antecedentes familiares o una
prueba molecular es muy dificil diferenciar la una de
la otra®.

La linfohistiocitosis hemofagocitica familiar (LHF)
es un desorden autosémico recesivo que se presenta
aproximadamente en 1 por cada 100.000 nifios®. Es
causado por mutaciones en genes que participan en la
funcién de las celulas NK y la funcién citotéxica de lin-
focitos TCD8+ (PRF1, UNC13D, STX11 y STXBP2)*.
Se caracteriza por fiebre persistente, hepato-espleno-
megalia, ferritina elevada, citopenias, alteracién de la
citotoxicidad de las celulas NK y hemofagocitosis®. La
LHF tipo 3 (MIM: 608898) es la segunda forma gené-
tica mds frecuente (30%-40%). La cual es causada por
mutaciones del gen UNC13D, que codifica para la pro-
teina Munc13-4, que interfiere en la maduracién de las
vesiculas durante la exocitosis y participa en la regula-
cién de la secrecién de granulos citoliticos'.

El curso de la LHF es rdpidamente progresivo y fa-
tal en algunos casos, a menos que un tratamiento ade-
cuado sea instaurado. Se recomienda el trasplante de
médula 6sea a todos los pacientes con historia familiar
o diagnoéstico molecular de LHF y a los pacientes con
enfermedad secundaria severa refractaria al manejo
tradicional, es decir, con sintomas clinicos persistentes
por 8 semanas del inicio del manejo®”.

El diagnostico del sindrome hemofagocitico es un
verdadero desafio, debido a que los signos y sintomas
son compatibles con otras enfermedades comunes y
suele confundirse frecuentemente. Es muy importan-
te definir si la condicién es de etiologia primaria o se-
cundaria, ante la presencia de una infeccién viral que
puede ser el desencadenante de la LHF. En el presente
reporte de caso se pretende exponer las dudas al mo-
mento del diagndstico y esclarecer cudndo sospechar
una etiologia primaria. Ademds, determinar la impor-
tancia y pertinencia de la secuenciacién de siguiente
generacion (NGS) en este tipo de patologias y como el
trasplante de médula sea es una opcién curativa para
esta entidad. El objetivo de este reporte es describir la
relevancia diagndstica de la secuenciaciéon de nueva ge-
neracion en el enfoque de un paciente con sospecha de
LHF y demostrar la efectividad del trasplante de médu-
la 6sea como opcién curativa.

Caso Clinico

Preescolar de 4 anos, masculino, originario del
suroccidente colombiano, sin consanguinidad pa-
ternal, pero con ancestros de la misma localidad, sin
antecedentes familiares de importancia (que sugieran
inmunodeficiencias primarias o sindromes de desre-
gulacion). Fue admitido en el servicio de urgencias en
hospital local por un cuadro febril y adenopatias cervi-
cales de dos semanas de evolucion, para lo cual recibi6
manejo ambulatorio para faringoamigdalitis; persisti6
con fiebre y con aparicién de adenopatias de mayor
tamano. Se hospitalizé para iniciar estudios y adminis-
tracioén de antibiético endovenoso.
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Durante la hospitalizacién presenté distensién ab-
dominal, ictericia y hepato-esplenomegalia asociado a
pancitopenia. Se realizé aspirado de medula dsea en
el cual se descarta infiltracion neoplasica, con repre-
sentacion de las tres lineas celulares y se document6
la presencia de hemofagocitosis. Se hace diagndstico
de sindrome hemofagocitico por compromiso de mé-
dula 6sea, elevacién de ferritina, hipertrigliceridemia,
cuadro clinico sugestivo de infeccién por virus Epstein
Barr (VEB) e IgM positiva. Inicié manejo con dexa-
metasona, etopdsido y ciclosporina A segin protocolo
HLH 2004, sin embargo, el paciente se deterior6 cli-
nicamente (dia 15 de hospitalizacién), con alto riesgo
de falla ventilatoria, trombocitopenia y alteraciones de
coagulacion graves por lo que fue derivado a nuestra
institucion.

El paciente ingres6 con ictericia generalizada, ade-
nopatias cervicales bilaterales, hepato-esplenomegalia
y ascitis marcada. Los exdmenes de laboratorio mos-
traron panhipogamaglobulinemia, pancitopenia (Hb
8,6 g/del, plaquetas 70.000/pgL, linfocitos 2.310 célu-
las/pgL y neutrdfilos 120), ferritina elevada (10.637 ng/
mL, VN: 4-67 ng/mL), hipertrigliceridemia (397,9 mg/
DI, VN: 0-200 mg/mL) y fibrinégeno consumido (70
mg/dL) e IgM positiva para VEB. La expresioén de per-
forinas por citometria de flujo estaba dentro de los pa-
rdmetros normales y la actividad citot6xica de las NK
no se tomé debido al tratamiento inmunosupresor.
Por refractariedad al tratamiento y la edad del paciente
se consider¢ la posibilidad de una etiologia primaria y
no secundaria a infeccién, para lo cual se complemen-
to el estudio con prueba molecular tipo panel NGS que
incluy6 los genes PRF1, UNC13D, STX11, STXBP2
para descartar LHF de etiologia primaria. Se decidié
continuar con el manejo para sindrome hemofagoci-
tico segun el protocolo HLH-2004 hasta completar 8
semanas y se adicion6 al manejo valganciclovir, por
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pruebas de PCR en liquido cefalorraquideo y sangre
positivas (31.650 copias/mL) para VEB.

El paciente complet6 la induccién del protocolo
HLH-2004 con remisién parcial del cuadro clinico y
negativizacién de las cargas virales para VEB. Poste-
riormente, evolucion6 con deterioro clinico progre-
sivo, persistencia de niveles elevados de ferritina y al-
teracién de la funcién hepatica, por lo que se decidi6
realizar trasplante de médula 6sea como tratamiento
curativo.

El paciente recibié régimen de acondicionamien-
to con Timoglobulina 5mg/kilo dosis acumulada dias
-9-8-7 Ciclofosfamida 14,5mg/kilo/dosis dias -6 y -5,
Busulfan 4,8 mg/kg/dia -4, Fludarabina: 30mg/metro/
dosis dias -6 a -2 radioterapia TLI 750CGY dia -1, y
Rituximab 375mg/metro dosis dias-8 y -1. El dia 84
de hsopitalizacién, recibié infusion de progenitores
hematopoyeticos (Fuente: Sangre periferica, Donan-
te: Padre Haploidentico HLA 5:10, Dosis de Células
CD34: 17,8 x10E6/Kg). Recibio profilaxis antimicro-
biana y antiviral de acuerdo a lineamientos institucio-
nales. En el seguimiento post-trasplante no present6
reactivacion de citomegalovirus ni Ebstein barr. Pre-
sent$ injerto plaquetario y de neutrofilos el dia +16.
El ultimo quimerismo en linfocitos T fue del 70% y
el total de 60% a los 16 meses post-trasplante. Como
profilaxis de EICH recibi6 ciclofosfamida 50mg/kilo/
dias +3 y +4, Tacrolimus iniciada el dia +4 para man-
tener niveles entre 5-12ng/dl, metotrexate 7,5mg/me-
tro/dosis dias +5,+7.+11,+15 con rescate con folinato
de calcio. El dia +12 present6 deterioro clinico mar-
cado asociado a hepatomegalia, ascitis y elevacién de
transaminasas (ALT 886.1 - AST 1098), se sospeché
enfermedad veno-oclusivo hepdtica por lo cual se sus-
pendié tacrolimus y metotrexate y se inicié micofeno-
lato asociado a bolos de metilprednisolona con lo que
presentd mejoria clinica marcada. Se dio de alta el dia

Tabla 1. Criterios diagnésticos de linfohistiocitosis hemofagocitica® y hallazgos presentes en nuestro paciente

Criterios diagnoésticos para HLH

Paciente reportado

Fiebre > 7 dias
Esplenomegalia

Citopenias (2 o mas lineas)

Hipertrigliceridemia (= 265 mg/dL)) y/o hipofibrinogenemia (< 150
mg/dL)

Hemofagocitosis en médula 6sea, bazo o nddulo linfoide
Actividad de NK ausente o disminuida

CD 25 soluble > 2,400 U/mL

Ferritina > 500 ng/ mL

Si

Si

Pancitopenia (Hb 8,6 g/dL, plaquetas 70.000/ugL, leucocitos 2.310/
HaL)

Maximo nivel triglicéridos (1.199 mg/dL) Minimo nivel fibrinégeno
(70 mg/dL)

Presente
Normal
No analizado

Maximo nivel ferritina (44.287 ng/mL)

**HLH: Linfohistiocitosis hemofagocitica. NK: Células “Natural killers”.
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+29 clinicamente estable y con recuperacién hemato-
l6gica. Como complicacién tardia presenté EICH cro-
nico leve en piel e higado tratado con esteroides y dosis
bajas de metotrexate con buena evolucién. La evolu-
cién clinica del paciente y el esquema de tratamiento
recibido se muestra en la Figura 1.

El paciente continué en manejo ambulatorio con
infusiones de inmunoglobulinas inicialmente cada 2
semanas y después cada 28 dias. En la dltima visita, 5
anos posterior al trasplante, se evidenci6 un reconsti-
tucién inmune completa (humoral y celular). Se de-
cidié continuar manejo multidisciplinario de manera

CASO CLINICO

Figura 1. Evolucion clinica del paciente
durante la hospitalizacion. Representacién
esquematica de algunos criterios de linfo-
histiocitosis hemofagocitica (A) (niveles sé-
ricos de fibrindgeno, triglicéridos, ferritina)
con su respuesta al protocolo HLH-2004
(B) instaurado hasta la semana 8 de hospi-
talizacién. Desde la semana 9, el paciente
presentd deterioro clinico progresivo y
evidencia de falla hepatica (transaminasas
elevadas) por lo que se realizé TMO con
donante haploidéntico en la semana 12,
como Unica medida curativa (C). Durante
la semana 14y 15 presenté hepatomega-
lia, ascitis y elevacion de transaminasas,
se sospechd enfermedad veno-oclusivo
hepatica (EHVO), complicacién que fue
manejada con éxito y permitié el egreso
del paciente 4 semanas después.

ambulatoria y visitas trimestrales con el servicio de
inmunologfa, hematologia pedidtrica y genética cli-
nica.

El panel NGS report6 una mutacién homocigota en
el ex6n 31 del gen UNC13D ¢.3049G>A (p.Glul017.
Lys) que confirmé el diagnéstico de LHF-3. El ha-
llazgo se confirmé utilizando un secuenciador ABI
3500 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.) Mediante secuenciacién San-
ger se realizé confirmacién de la variante encontrada
en la NGS. Se realizé analisis bioinformatico utilizando
diferentes herramientas tales como: PolyPhen-2, Mu-
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tationTaster y SIFT, las cuales clasificaron la variante
como “causante de enfermedad” y “danino”. Adicio-
nalmente se encontré un Dann Score de 0.999. Con lo
anterior se clasificé la variante como “probablemente
patogénico” segun las pautas del American College of
Medical Genetics and Genomics (PM1, PM2, PM3,
PP3)5.

Discusion

El paciente reportado es un preescolar masculi-
no previamente sano con cuadro febril prolongado
refractario al tratamiento, siendo la mononucleosis
infecciosa la principal sospecha diagnéstica. Sin em-
bargo, esta patologia generalmente es autolimitada y
de curso benigno'’, debido al deterioro progresivo se
sospecha la posibilidad de malignidad. Después de es-
tudios complementarios se encontré que el paciente
cumplia con 6 de los 8 criterios para HLH (tabla 1).
Ademads, en pacientes con HLH los sintomas frecuen-
temente son desencadenados por infecciones vira-
les. Por décadas se ha reportado la asociacién entre
VEB vy el sindrome hemofagocitico, sin embargo, la
incidencia real de VEB-HLH es dificil de determinar
debido a que los hallazgos son similares con otras en-
tidades inflamatorias'2.

En la linfohistiocitosis hemofagocitica familiar
(LHF) se han identificado 4 genes implicados PRFI,
UNCI13D, STX11 y STXBP2 causantes de LHF 2, 3, 4
y 5 respectivamente'?. La edad de presentacion de la
enfermedad se da durante la primera década de la vida,
causada principalmente por mutaciones en PRF1 y
UNCI13D". En el presente caso, se evidencio la presen-
cia de infeccién por VEB por lo que se sospech etiolo-
gia primaria, debido a la edad, el género, cuadro clinico
persistente a pesar del manejo estdndar y la alta pro-
babilidad de consanguinidad parental. El paciente es
portador de una mutacién homocigota (c.3049G>A)
en el gen UNC13D, que codifica para la proteina Munc
13-4". Se trata de una mutacién con cambio de senti-
do localizada en el ex6n 31 que provoca la sustitucién
de édcido glutamico por lisina en una regién altamente
conservada del dominio C2B de la proteina y que se
predice patogénica validada por diferentes predicto-
res bioinformaticos. Adicionalmente, fue identificada
en el 2011 en heterocigosis compuesta en un paciente
caucdsico con diagnéstico de linfohistiocitosis hemo-
fagocitica'. En nuestro paciente se encontré en homo-
cigosis y es la primera vez reportada en este estado.

La LHF primaria y secundaria pueden ser rapi-
damente fatales y requieren de un manejo temprano
que consiste en un tratamiento inmunomodulador
progresivo dependiendo de la severidad de cuadro
con la combinacién de dexametasona, ciclosporina A
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y etoposido, segtin el protocolo HLH 2004°. Nuestro
paciente recibi6 el esquema propuesto, sin embargo,
el cuadro clinico persistié y esto junto la sospecha de
LHF llev6 a considerar el trasplante de médula 6sea.

Dependiendo del tipo de donante y el régimen de
acondicionamiento el trasplante alogénico de médula
Gsea parece proporcionar la mejor medida curativa
en casos de LHF o HLH severa persistente, con una
supervivencia reportada a largo plazo de 50%-70%".
Se ha reportado un caso de una nifia de 20 meses con
diagnéstico de LHF-3 por mutacién heterocigota en el
gen UNC13D desencadenada por infeccién por VEB
quien fue tratada con TMO exitoso'®, similar a lo des-
crito en nuestro paciente. La paciente egresé a la sema-
na 18 desde el inicio de los sintomas, con resoluciéon
completa del cuadro hemofagocitico. El tltimo control
de nuestro paciente fue a los 5 afios del trasplante, se
encontrd un paciente asintomatico con buena calidad
de vida, sin requerimiento de inmunosupresores, con
reconstitucién immune completa y tiene el esquema
de vacunacion completo para la edad.

Conclusiones

El estudio molecular es una valiosa herramienta en
los casos de HLH para determinar su etiologia, atin en
la presencia de una infeccién concomitante, si la sos-
pecha clinica lo amerita, como en el caso reportado.
El trasplante de médula 6sea se propone como la tini-
ca alternativa de tratamiento en casos de LHF, en este
caso tipo 3 y que hasta el momento ha tenido un curso
exitoso.

Responsabilidades Eticas
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