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RESUMEN.

El MSMD (Mendelian Susceptibility to Mycobacterial Diseases) es un tipo de
Inmunodeficiencia primaria que se carateriza porque los pacientes afectados
presentan infecciones recurrentes o persistentes por diferentes microorganismos,
principalmente por micobacterias, y es causado por mutaciones en nueve distintos
genes que controlan la inmunidad mediada por IFN-y. Las infecciones en esos
pacientes son dificiles de curar, a pesar de tratamientos prolongados con
antibidticos. Las infecciones provocadas por la vacuna BCG, que se aplica como
parte del esquema de vacunacidén en México a la mayoria de los nifios, se deben
en la mayoria de los casos por la inmunodeficiencia, del tipo MSMD.

En este trabajo se estudiaron a dos pacientes con infecciones persistentes
y recurrentes para su diagnéstico molecular. El primer paciente es masculino de
21 afos de edad, presentd reaccion adversa a la BCG, a los 2 y 3 afios de edad
presentd infeccion micobacteriana, a los 10 afios tuvo una infeccién hepatica por
M. bovis, a los 19 afios present6 una infeccion diseminada por M. bovis no BCG e
infeccion por Candida parapsilosis; todas ellas fueron tratadas con
antimicobacterianos. Los estudios de la respuesta in vitro a IFN-y e IL-12
mostraron que las células sanguineas del paciente no tenian la capacidad de
producir IL-12p40 cuando se coestimulaban con BCG+IFN-y, en comparacién con
controles sanos. Ademas, se encontré que Stat-1 no se fosforilaba al estimular con
IFN-y, en cultivos primarios de células de sangre del paciente o en su linea celular
linfoblastoide transformada por el Virus de Epstein-Barr, y se encontré que la
cadena 1 del receptor de IFN-y (IFN-yR1 o CD119) se sobreexpresaba en
monocitos CD14+. La secuenciacion del IFNGR1 mostrd la mutacién heterocigota
805delT en el exdn 6, sélo en el paciente y no en sus padres ni en su hermana, lo
gue constituye una mutacioén de novo.

El segundo paciente estudiado, es femenino de 7 afios de edad, quien ha
presentado infecciones persistentes por C. albicans en la mucosa oral sin
respuesta al tratamiento. Esta paciente presentd una osteomielitis infecciosa en la
gue se confirmd la presencia de M. tuberculosis que se tratd con
antimicobacterianos. Los estudios de la respuesta in vitro a BCG + IL-12 y BCG +
IFN-y mostraron que las células sanguineas de la paciente producian IFN-y normal
en respuesta a BCG y BCG + IL-12, mientras que en la coestimulacién con BCG +
IFN-y produjeron mas IL-12p70 en comparacién a los controles sanos. Al estimular
a su linea celular linfoblastoide transformada con el Virus de Epstein-Barr con IFN-
v, Stat-1 se encontré hiperfosforilado y no se desfosforild con el tiempo, por la
accion de las fosfatasas celulares y la hiperfosforilacién fue resistente a la
inhibicion de la fosforilacion con estaurosporina. La secuenciacién de los genes



para el receptor para IFN-y (IFNGR1 e IFNGR2) resultd normal, pero STAT1
presentdé un mutacion en el exon 14; la mutacion encontrada se traduce como una
sustitucion de una treonina por una metionina en la posicion 385 de Stat-1
(T385M). La mutacion T385M se localiza en el dominio de unién al DNA de Stat-1.
El mecanismo hipotético de esta mutaciéon es impedir que la proteina pueda
separarse del DNA, por lo tanto permanece en estado fosforilado y activo para la
transcripcion de genes. A este tipo de mutacién se le llama de Ganancia de
Funcion (GOF, por sus siglas en inglés). Otras mutaciones GOF en Stat-1
conocidas se relacionan con menor produccion de IL-17 y susceptibilidad a
infecciones por hongos, pero no se habian observado ese tipo de mutaciones
relacionadas a infecciones por Mycobacterium spp’.

Los pacientes con infecciones persistentes 0 recurrentes por
Mycobacterium spp o por hongos y con respuesta anormal a la estimulacion in
vitro con IFN-y pueden tener mutaciones en el IFN-yR o en Stat-1, como se
evidencio en este trabajo.



ABSTRACT.

Mendelian Susceptibility to Mycobacterial Diseases (MSMD) is a rare
Primary Immunodeficiency in man and affected individuals are susceptible to
persistent or recurrent infections mainly, but not exclusively, by Mycobacteria.
MSMD is caused by mutations in nine distinct genes that control IFN-y mediated
immune response. Infections in patients with MSMD are persistent in spite of
aggresive and long lasting drug treatments. BCG is a vaccine used to prevent
some forms of Tuberculosis and it is used in almost all the newborns born alive in
Mexico; the infections caused by BCG vaccination in infants are due, probably to
Primary Immunodeficiencies in the host, like MSMD.

In this work, two patients with persistent and recurrent infections were
studied for immunological and genetic disgnosis. First patient, P1 was a male, 21
years old, who developed BCG post-vacunal infection at 2 and 3 1/2 year old,
cured with anti-mycobacterium drugs Mycobacterial infectios relapsed in liver at 10
years old, responding well to pharmacological treatment. At 19 years old, P1 had a
disseminated mycobacterial infection (agent identified as non BCG M. bovis) and a
liver Candida parapsilosis infections. Inmortal B cell lines from patients, their fist
line relatives and healthy controls were transformed by infection with Epstein-Barr
Virus and the Lymphoblastoid Cell Lines (LCL-EBV) obtained were used troughout
the studies. In vitro stimulation of blood cells from patient show no production of IL-
12p40 in response to BCG + IFN-y compared to healthy controls and Stat-1 was
not phosphorilated in response to IFN-y, both in blood fresh monocytes or in LCL-
EBV, but they responded well to IFN-a, suggesting a fail at thelFN-y receptor
level. CD119 (IFN-yR1) was found overexpressed on CD14+ monocytes from
patient, compared to healthy controls. The mutation 805delT was found in IFNGR1
from patient but not in his mother or father, constituting a de novo mutation. To our
knowledge, patient is doing well with no infections.

Second patient, P2 is a 7 years old girl, who suffered from recurrent C.
albicans infections in oral cavity, not responding to anti-fungal drugs. P2 had BCG
infection after BCG vaccination at 1 year old. Infection did not respond well to drug
treatments; Mycobacterial infection relapsed at 3 years old, producing
osteomyelitis in clavicula and M. tuberculosis was confirmed in lessions. In vitro
studies of immune response in patient show normal IFN-y production upon BCG or
BCG+IL-12 stimulation of blood cells and normal IL-12 receptor expression,
whereas BCG + IFN-y costimulation produced very high levels of IL-12p70 in cells
from patient as compared to healthy controls. Stimulation of patient's LCL-EBV or
blood mononuclear cells with IFN-y showed Stat-1 hyperphosphorilation as
compared to healthy controls; Stat-1 hyperphosporilation in P2 did not disappear in
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time by the effect of intracellular phophatases and it was resistent to Staurosporin
inhibition. Sequencing of IFNGR1 and IFNGR2 showed wild type genes in patient,
but tha mutation T385M in Stat-1 exon XIV was found just in cells from P2 and not
in her father, mother, or brother. Mutation T385M produces a change of treonin by
metionin in position 385 of Stat-1 and it is located in the DNA-binding domain of
Stat-1. The hypothetical mechanism for which this mutation causes Stat-1
hyperphosphorilation is that it enable protein to deatach to DNA, causing a
continuous molecular conformation aimed to gene transcription. This kind of
mutation is called Gain of function (GOF) mutation. Other GOF mutaions in Stat-1
reported in literarure have been related to lesser IL-17 production and susceptibility
to fungal infections, but not to Mycobacterial infections.

Patients with persistent or recurrent infections by Mycobacterium spp or by
fungi, with anormal in vitro response to IFN-y stimulation can be suspected to have
mutations in IFN-yR or in Stat-1, as it was demonstrated in the present work.



1. INTRODUCCION.

Las inmunodeficiencias (ID) ocurren por alteraciones o defectos en el
sistema inmune y las personas afectadas son mas propensas a infecciones por
distintos microorgansmos®. Existen dos tipos de inmunodeficiencias, las primarias
también llamadas genéticas y las inmunodeficiencias secundarias, también
llamadas adquiridas®. Las inmunodeficiencias primarias (IDP) ocurren por defectos
especificos en el sistema inmune y se originan por mutaciones en diferentes
genes que provocan el funcionamiento incorrecto de proteinas que participan en
algin mecanismo de defensa, y hacen a las personas que las padecen,
susceptibles a infecciones repetidas (recurrentes) o que dificilmente se curan de
manera natural o con farmacos (infecciones persistentes)®*. En la reunién del
2015 de la Unidon internacional del comité experto de las sociedades
inmunoldgicas para las inmunodeficiencias primarias, las IDP se clasificaron en
nueve grandes grupos, uno de los cuales son los defectos genéticos de fagocitos
en numero, funcibn o ambos; en este grupo se incluye al Sindrome de
susceptibilidad mendeliana a las infecciones micobacterianas (SSMIM, mejor
conocido por sus siglas en inglés como MSMD: Mendelian Susceptibility to
Mycobacterial Diseases)*. El MSMD comprende una serie de inmunodeficiencias
raras, y de incidencia total no calculada, en la que las personas afectadas se
enferman con mas frecuencia de infecciones por BCG (bacilo de Calmette-Guérin,
cepa vacunal de M. bovis), micobacterias ambientales (MA), Candida spp y
Salmonella spp, aunque también se han observado infecciones por M.
tuberculosis, otras bacterias intracelulares y otros hongos e infecciones virales®.

Se le llama susceptibilidad mendeliana porque, se deben a defectos en un
solo gen que se hereda siguiendo las leyes de herencia de Mendel®. Ademas, el
MSMD representa uno de los mayores grupos de IDP por la cantidad de genes
gue incluye. En general, el MSMD se caracterizan por una baja produccién de
interferon gamma (IFN-y) o deficiente sefializacion relacionada a la respuesta a
IFN- v’

En la practica clinica, los médicos observan a pacientes pedriaticos o
adultos con infecciones persistentes o0 recurrentes, con diferentes
microorganismos, desde virus hasta protozoarios por lo tanto es necesario
identificar el defecto asociado a la IDP para realizar el diagnéstico correcto y
proponer tratamientos adecuados. La vacunacion con BCG, que se aplica en
México a todos los nifios recién nacidos para prevenir la tuberculosis, produce
infecciones en algunos infantes que pone en peligro sus vidas o causa fatalidades
en ciertos casos; esas infecciones por BCG se deben muy probablemente a IDP
de los nifios vacunados. La condicién de los individuos que tienen alguna IDP
hace que las infecciones que padecen sean persistentes, a pesar de prolongados
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tratamientos farmacoldgicos, o recurrentes, presentdndose o reactivandose varias
veces el mismo tipo de infeccion. En esta tesis se abordd esta situacion, se
estudiaron a dos pacientes con evidencias clinicas de IDP, quienes tuvieron al
inicio de sus vidas, infeccidn posterior a la vacunacién por BCG.



2. ANTECEDENTES.
2.1. Generalidades.

La integridad del sistema inmunitario es esencial para la defensa contra los
microorganismos infecciosos y sus productos toxicos, y por tanto para la
supervivencia de todos los sujetos®®. Los defectos de uno o mas componentes del
sistema inmunitario pueden llevar a trastornos graves y a menudo mortales, que
se llaman en conjunto enfermedades por inmunodeficiencias®®. Estas
enfermedades se clasifican ampliamente en dos grupos®. Las IDP o genéticas
son defectos génicos que aumentan la susceptibilidad a las infecciones y que se
manifiestan con frecuencias en la lactancia y en la infancia, pero a veces pueden
manifestarse en etapas posteriores de la vida'. Las inmunodeficiencias
secundarias (IDS) o adquiridas no son hereditarias, sino que se presentan como
consecuencia de la malnutricion, cancer diseminado, tratamiento con farmacos
inmunosupresores o la infeccion de las células del sistema inmuniario, como por el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), microorganismo etiolégico del
sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA)*?*2.

2.2. Inmunodeficiencias Primarias versus Secundarias.

Las IDP son enfermedades causadas por defectos genéticos (mutaciones)
gue afectan el desarrollo del sistema inmune y su funcionamiento, mantenimiento
y regulacién®®. El resultado, son muiltiples fenotipos clinicos que corresponden a
susceptibilidad elevada a las infecciones®. Algunos de estos defectos también
aumentan la susceptibilidad a ciertas formas de cancer como resultado de
infecciones crénicas por microorganismos con potencial oncogénico™. La
naturaleza del defecto genético puede ser autosémico recesivo, autosémico
dominante o ligado al cromosoma X*.

Se estima que méas de mil genes en el genoma humano participan
directamente en las respuestas inmunes y que al mutar, podrian resultar en un
fenotipo de IDP™>!°. El comité de expertos en IDP de la Uni6n Internacional de
Sociedades Inmunolégicas (IUIS, por sus siglas en inglés) ha establecido en su
clasificacion del 2015, mas de 230 defectos genéticos en humanos
correspondientes a IDP*.

La frecuencia de las IDP se estima en 1 de cada 2,000 individuos nacidos
vivos y su prevalencia en 1 en cada 5,000 individuos en la poblacién general®***’.
Mas del 80% de las IDP se diagndstican antes de los 5 afios de edad y son mas
comunes en nifios que en nifias (5:1) ligados al cromosoma X, esto debido a la
existencia de sindromes®*2,



Existen muchos factores intrinsecos y extrinsecos que pueden afectar
negativamente el desarrollo de la respuesta inmune, lo que conduce a estados de
IDS que incrementan el riesgo de padecer infecciones con mayor frecuencia y
gravedad que lo observado en sujetos inmunocompetentes’®®. Diversas
condiciones heterogéneas que van desde la malnutricién, los tratamientos con
glucocorticoides e inmunomoduladores, el trauma y las cirugias, hasta las
enfermedades metabdlicas, el cancer y las infecciones cronicas pueden originar
una IDS™.

La causa mas frecuente de IDS es la malnutricion, sin embargo, la
frecuencia de las diferentes IDS varia segun la presencia de multiples factores,
como las condiciones raciales y geograficas’®?. Por ejemplo, en paises en
desarrollo las IDS son mas frecuentes que en los del primer mundo; esto se debe
a la alta prevalencia de enfermedades como la malnutricion proteico-calérica, las
carencias de vitaminas, y las enfermedades infecciosas’?. En los paises
desarrollados, las causas méas frecuentes de IDS son las enfermedades
metabdlicas, los tumores, las enfermedades infecciosas y diversos tratamientos
farmacolégicos (drogas citotéxicas y glucocorticoides, principalmente)*®.

En general, el tratamiendo para las IDS va dirigido a corregir el trastorno
original que causa la inmunodeficiencia; sin embargo, en ocasiones esto no es
posible y el riesgo de infecciones se puede reducir por medio de la vacunacion, la
terapia inmunolégica y la profilaxis con antibiéticos™®#2.

2.3. Clasificaciéon de las Inmunodeficiencias Primarias.

Las IDP se clasifican fundamentalmente con base en el componente de la
inmunidad afectado y para esto la IUIS (International Union of Immunological
Societies) establecié en 2015 nueve grupos que incluyen: i) ID combinadas, ii)ID
combinadas con caracteristicas de sindromes bien definidos, iii) deficiencias
predominantemente de anticuerpos, iv) ID por desregulacion inmune, v) ID por
defectos en el nimero o funcibn de fagocitos, o ambos, vi) defectos en la
inmunidad innata, vii) desordenes autoinflamatorios, Vviii) defectos en el
complemento, y ix) fenocopias de ID*.

2.4. Latuberculosis y las infecciones por Mycobacterium spp.

La tuberculosis (Th) es wuna enfermedad infecciosa causada por
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), una bacteria que casi siempre afecta a los
pulmones®. Mtb es un microorganismo facultativo intracelular, de lento
crecimiento, cubierto de una capa cerosa compuesta por una mezcla de lipidos y
polisacéaridos, entre los que sobresalen varias lipoproteinas, glucoproteinas,
lipomanan, lipoarabinomanén y con un alto contenido de acido micélico, moléculas
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gue son reconocidas por las células presentadoras de antigeno (CPA) como lo son
los macréfagos y las células dendriticas 242°.

La Tb se transmite de persona a persona a través del aire; cuando un
enfermo de Tb pulmonar tose, estornuda o escupe, expulsa bacilos tuberculosos
al aire®®. Basta con que una persona inhale unos pocos bacilos para quedar
infectada®’. Se calcula que una tercera parte de la poblaciéon mundial tiene Tb
latente, es decir, estan infectadas por el bacilo pero aun no se han enfermado ni
pueden transmitir la infeccién?®. En 2014, 9.6 millones de personas se enfermaron
de Tb y 1,5 millones murieron por esta enfermedad®. Se estima que en ese
mismo afio, un millon de nifios se enfermaron de Tb y 140,000 nifios murieron a
causa de la enfermedad®. La Tb se declar6 como un problema de salud publica
por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 1993%,

Existen dos manifestaciones clinicas de la Tb en las zonas endémicas: la
tuberculosis diseminada, que afecta con mayor frecuencia a nifios y la Tb
pulmonar que afecta principalmente a adultos®. En los nifios la Th a menudo es
diseminada debido a la propagaciéon de la micobacteria después de una primera
infeccion pulmonar®. En adultos la infeccién se limita a los pulmones vy refleja la
reactivacién de la Tb latente de una infeccién primaria®®*.

Los macréfagos alveolares son las primeras células que entran en contacto
con la micobacteria cuando ingresa a los pulmones (que se encuentra en el aire
en microgotas, proveniente de la tos de un paciente con tuberculosis) con ayuda
de los receptores tipo Toll (TLR) y por receptores del complemento se reconoce y
captura al microorganismo para ser fagocitado®>*. A partir de ese momento, el
macréfago se activa y sintetiza una gran cantidad de citocinas proinflamatorias y
quimiocinas que atraen a otras células como linfocitos y neutréfilos®. La
micobacteria se internaliza en el fagosoma y posteriormente el fagosoma se
fusiona con los lisosomas, formandose el fagolisosoma en donde las bacterias se
mueren y sus componentes se degradan, lo que origina péptidos que se
presentaran a linfocitos T en un contexto de moléculas MHC clase 11°®%, Sin
embargo, los bacilos tuberculosos tienen la capacidad de vivir y replicarse en el
ambiente hostil de los macréfagos, donde la mayoria de los patdégenos se
eliminan®. Mtb tiene la capacidad de inhibir la fusién del fagosoma con el
lisosoma, en donde Mtb retarda la maduracion del fagosoma e inhibe el estallido
respiratorio y la acidificacién del lisosoma®~%. Las células dendriticas (DC, por
sus siglas en inglés) capturan y transportan la micobacteria a los nédulos linfaticos
mediastinicos, donde las CPA activan a los linfocitos T*’. A menudo, en el sitio
original de la infecciébn, se forma una estructura multicelular formada por
macrofagos infectados, linfocitos, neutrofilos y células epiteliales que confinan o
contienen a micobacterias viables pero que permanecen en un estado de latencia
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y a ese sitio de infeccion y estructura multicelular organizada de confinamiento se
le llama granuloma®. Los linfocitos T CD4+ que se activan en los ganglios
linfaticos por las DC, migran al pulmén y ademas de activar a los macréfagos
inducen la formacién del granuloma por medio de IFN-y, IL-1 e IL-23%%% E|
granuloma esta conformado por un nucleo central de células epitelioides y
macrofagos que rodea linfocitos T CD4+ y en la periferia por linfocitos T CD8+, y
por fibroblastos que forman un halo de fibrosis que pueden Illegar a
calcificarse®**°. Dentro del granuloma, Mtb modifica la respuesta inmune a través
de IL-10, la cual suprime la activacién de macréfagos y de linfocitos T*. La
inmunidad protectora adquirida contra Mtb se regula por células T CD4+, con la
ayuda de IFN-y e |L-1231384%,

Algunos individuos pueden enfrentarse a una infeccion por Mycobacterium
spp y eliminarla completamente, antes de que se activen los linfocitos T, a esto se
le llama eliminacién temprana de la infeccion, existen evidencias de que esto
ocurre en algunos casos, pero no se sabe a que se debe esa eliminacién
temprana de la infeccion*. Sin embargo, las micobacterias contenidas dentro de
los granulomas pueden permanecer en estado de latencia durante largo tiempo y
reactivarse en algun momento cuando se da alguna baja en el funcionamiento del
sistema inmunitario del hospedero, lo que causa infecci6on®’. La malnutricién, el
uso prolongado de corticoesteroides, la diabetes y el VIH/SIDA son condiciones
importantes que incrementan drasticamente la susceptibilidad a desarrollar
tuberculosis®®**. Las IDP fueron la primera propuesta a nivel molecular que podria
reflejar las alteraciones en la inmunidad para el desarrollo de la Tb en nifios*>™’.

Existen otras especies de micobacterias, distintas a M. tuberculosis o que
no pertenecen al complejo tuberculosis (complejo tuberculosis: M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum, M. microti, M. caprae, M. pinnipedii, M. canetti y M. bovis
BCG)*, como por ejemplo M. marinum, M. smegmatis, M. kansasii, M.
intracellulare, o M. avium, que se pueden encontrar libres en el ambiente e infectar
de manera oportunista a personas inmunosuprimidas. En pacientes con IDP,
ocurren este tipo de infecciones micobacterianas oportunistas®.

El tratamiento de la Tb consiste en un coctel de farmacos
antimicobacterianos que se administran por mas de 6 meses. Los farmacos
antimicobacterianos principalmente usados son: isoniacida, rifampicina,
pirazinamida, etambutol y estreptomicina®®. En el caso de pacientes con alguna
IDP estos tratamientos a menudo no son efectivos y su duracion se debe
prolongar por tiempos mucho més largos (algunos pacientes con IDP han recibido
tratamientos antimicobacterianos por mas de dos afios), esto se debe a que su
sistema inmune no es capaz de eliminar completamente la infeccion y el
tratamiento farmacolégico por si mismo no es suficiente®.
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2.4.1.Vacuna Bacilo Calmette-Guérin.

En 1902, Edmond Isidore Etienne Nocard aisl6 una cepa virulenta de M.
bovis (parte del complejo tuberculoso) de una vaca con mastitis tuberculosa®. En
los siguientes 13 afos, Albert Calmette y Camille Guérin del instituto Pasteur,
inocularon en un medio con esta cepa de M. bovis e hicieron subcultivos a partir
de este en diferentes tiempos®®°!. Esa cepa fue llamada bacilo Calmette-Guérin o
BCG™. Inicialmente se pensaba usar como vacuna para cabras y ganado®*>*,

Al principio la vacuna BCG fue probada en animales y posteriormente se
hizo la primera aplicacién en el ser humano en 1921°°. Inicialmente la BCG se
aplicé por via oral a los nifios en los primeros dias de vida*>**. La OMS
recomienda que en los paises con alta mortalidad por tuberculosis, se debe
administrar una sola dosis de la vacuna BCG a todos los lactantes, como es el
caso de México, donde la BCG forma parte de la cartilla de vacunacion®.

Actualmente, la BCG es la Unica vacuna antituberculosa disponible que
protege a los lactantes y a los nifios contra la meningitis tuberculosa y de la
tuberculosis diseminada®®*®. Sin embargo, la vacuna BCG no protege de la
primera infeccion ni previene la reactivacion de la tuberculosis latente, que es la
principal fuente de propagacion de la micobacteria en la poblacion®.

La vacunacion con BCG tiene una baja frecuencia de eventos adversos tras
su administracién. Se estima que la incidencia de casos de propagacion de la
BCG con consecuencias mortales es de 0,19 a 1,56 por millon de vacunados y se
piensa que la gran mayoria de esos casos fatales se han producido en personas
vacunadas por error, sin tener conocimiento de alguna condicién de ID*°, pero
cabe la posibilidad de que en algunos casos no se sabia que los pacientes
padecian algun tipo de IDP. Se han observado reacciones locales como ulceracion
local extensa y linfadenitis, en menos de 1 de cada mil casos y la mayoria de los
casos (>99%) de reacciones adversas a la vacunacion con BCG se dan en
personas con ID*°.

Aunado a lo anterior, la vacuna BCG esta indicada para los lactantes que
viven en zonas endémicas de tuberculosis, pero la vacunacién con BCG esta
contraindicada en personas con ID y para pacientes con tratamientos de
inmunosupresores>°.

2. 5. Sindrome de susceptibilidad mendeliana a micobacteriosis.

El sindrome de susceptibilidad mendeliana a micobacteriosis (MSMD, por
sus siglas en inglés) es una condicion rara, heredable, caracterizada por la
susceptibilidad a micobacterias de baja virulencia, como la vacuna BCG vy
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micobacterias ambientales no tuberculosas®*’. Ademas, los pacientes también son
vulnerables a M. tuberculosis®®®’. Las infecciones micobacterianas se presentan
principalmente en la niflez, aunque raramente se han observado en la
adolescencia o adultez’*®®°. Otras infecciones asociadas que se pueden
encontrar en los pacientes son: Salmonella spp, Klebsiella spp, infecciones por
hongos (candidiasis, histoplasmosis, paracoccidiodomicosis, coccidioidomicosis),
por parasitos (toxoplasmosis) y algunos virus (citomegalovirus, virus de herpes
humano 8, virus de parainfluenza tipo 3, virus sincicial respiratorio y virus de
varicella zoster)>®*®2. Sin embargo, las infecciones que se presentan en los
pacientes que tienen inmunodeficiencia del tipo MSMD, tienen en comun que
dependen de la produccién de IFN-y y de la respuesta a esta citocina, esto
constituye el llamado eje 1L-12/23 — IFN-y>’. El eje 1L-12/23 — IFN-yes una
comunicacién que se establece entre la CPA y el linfocito T o células NK y se
inicia con la activacion del macréfago por productos bacterianos que inducen la
produccion de IL-12. Esta IL-12 se secreta y se une a su receptor en el linfocito
T/INK. Los macrofagos, ademas producen IL-23, importante para activar a los
linfocitos T/NK, los cuales responden con la produccion de IL-17 e IL-22, citocinas
escenciales para la activacion de los neutrdfilos y para combatir infecciones por
hongos como Candida spp. Las citocinas IL-12 e IL-23 se relacionan porque son
miembros de una familia de moléculas por compartir secuencia de aminoacidos y
funciones parecidas o relacionadas que comprende a la IL12, IL-23, IL-27 e IL-
35%. Una vez que la IL-12 activa a los linfocitos T y/o células NK, esas células
comienzan a producir IFN-y, uniéndose a su receptor en los macréfagos,
induciendo su activacion. La produccion de IFN-y, es importante para la imnunidad
contra micobacterias, Salmonella spp y Nocardia spp °*®? (Figura 1).
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Figura 1. Participaciéon del eje de IL-12/23 — IFN-y para la eliminacién de microorganismos
intracelulares. Las células fagociticas y las células presentadoras de antigeno (CPA) interaccionan
con los linfocitos T vy linfocitos NK a través del eje IFN-y — IL-12, como respuesta a
microorganismos intracelulares. En el esquema se muestran los productos de los nueve genes
causantes de MSMD involucrados en la inmunidad mediada por IFN-y. En azul se indican las
proteinas codificadas por los genes identificados y asociados con MSMD. Las mutaciones en
IL12B, IL12RB1, IRF8, ISG15, NEMO impiden la produccién adecuada de IFN-y. Las mutaciones
en IFNGR1, IFNGR2, STAT1, IRF8, CYBB dafian la respuesta a IFN-y. Tomado y adaptado de
Bustamente et al, 2014°.

Las mutaciones causantes de MSMD se han encontrado en siete genes
autosomicos (IFNGR1, IFNGR2, STAT1, IL12B, IL12RB1, IRF8 e ISG15) y dos
ligados al cromosoma X (NEMO y CYBB). Los productos de los nueve genes
causantes de MSMD estan involucrados en la inmunidad mediada por IFN-y y
controlan la produccién (IL12B, IL12RB1, IRF8, ISG15, NEMO) o la respuesta a
IFN-y (IFNGR1, IFNGR2, STAT1, IRF8, CYBB)>"®,

2.5.1. Genes involucrados en la produccion de IFN-y.

Los genes dentro del circuito de IL-12-1FN-y que participan en la produccién
de IFN-y son: IL12B, que codifica para la subunidad p40, comdn en IL-12 e IL-23;
IL12RB1, que codifica para la cadena 1 comun en los receptores de IL-12 e IL-
23; IRF8, un factor de transcripcién inducible por IFN-y, de la familia IRF; e ISG15,
una molécula que induce la produccién de IFN-a/f; NEMO, que codifica para el
modulador esencial del factor nuclear k B (NF-kB), que regula la sefializacion de la
via de NF-xB >764%8,
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2.5. 2. Genes involucrados en larespuesta a IFN-y.

En el contexto del circuito de IL-12-IFN-y, los genes involucrados en la
respuesta a IFN-y son los siguientes: IFNGR1, que codifica para la cadena 1 del
IFN-yR; IFNGR2, que codifica para la cadena 2 del IFN-yR; STAT1 que codifica
para el factor activador de transcripcion y transductor de sefal 1 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 1, por sus siglas en ingles Stat-1); IRF8,
gue codifica para un factor de transcripcion inducible por IFN-y, de la familia IRF; y
CYBB, que codifica a gp91°", un componente del complejo de la nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa™"®%%"**~"* En todos y cada uno de
esos genes mencionados, se han encontrado diferentes mutaciones que producen
fallas en la respuesta a IFN-y y susceptibilidad a distintas infecciones®.

2. 6. Receptor de IFN-y.

Existen tres tipos distintos de familias de interferones en el humano™. La
familia de IFN tipo | son IFN-a, IFN-p IFN-w, IFN-k e IFN-¢"3"*, La familia de IFN
tipo 1l consiste unicamente en IFN-y, también conocido como IFN inmune
producido por linfocitos T y células NK’. La familia de IFN tipo IIl la forma IFN-A1,
IFN-A2 e IFN-A3 (también conocidos como IL-29, IL-28A e IL-28B,
respectivamente) y recientemente se ha identificado a IFN-A4’®"" el cual tiene
funciones similares a citocinas de la familia de IFN tipo | pero su receptor se limita
a células epiteliales™.

El IFN-y es el Unico miembro de la familia de interferones del tipo II; el gen
de IFN-y se localiza en el cromosoma 12 en el humano’®, al contrario de los genes
para IFN-a. e IFN-B que no tienen intrones, el gen para el IFN-y cuenta con tres
intrones®. La proteina humana del IFN-y esta formada por 166 aminoéacidos que
incluye una secuencia hidrofébica de 23 residuos de aminoacidos®’, el
homodimero esta unido de forma no covalente por dos sitios de glicosilacion, este
homodimero representa la forma activa de la proteina®®2. Diferentes poblaciones
celulares desde el sistema inmune innato (por ejemplo: células NK, células NKT,
macrofagos y monocitos) y el adaptativo (por ejemplo: células Thl, linfocitos T
citotéxicos y linfocitos B) pueden secretar IFN-y; su sintesis se regula por las
citocinas IL-12 e IL-18 secretadas por las CPA™.

El IFN-y tiene multiples actividades en la respueta inmune: i) favorece el
desarrollo de células Thl sobre Th2, ii) activa a los macréfagos para la destrucciéon
de microorganismos intracelulares mediante el estallido respiratorio e induce a una
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mayor expresion de HLA-I/Il en DC, asi como la produccion de IL-12, vy iii) favorece
el cambio de isotipo de anticuerpos en los linfocitos B®.

El IFN-yR esta constituido por dos cadenas 1/a. (IFN-yR1/IFN-yRa) de unién
al ligando, codificadas en el cromosoma 6 en el humano, y dos cadenas 2/f (IFN-
YR2/IFN-yRpB) de transduccion de sefial, que son codificadas en el cromosoma 21
en el humano®. Ambos tipos de cadenas pertenecen a la familia de receptores de
citocinas de clase Il, IFN-yR2 es la responsable de la respuesta de IFN-y, porque
aparentemente la cadena IFN-yR1 se expresa constitutivamente®*®. Cuando el
IFN-y se une a IFN-yR, Jakl1 que es una cinasa que se localiza intracelularmente
se une a la cadena IFN-yR1, mientras que la cadena IFN-yR2 se une a la cinasa
Jak2®. Las cinasas Jak1l y Jak2 se fosforilan entre si y a su vez fosforilan a Stat-
1%, La sefializacion de IFN-y lleva a la activacién de la molécula de Stat-1, su
translocaciéon como homodimero desde el citoplasma hacia el ndcleo para la union
a su sitio de activacién en el DNA para la transcripcién (Figura 2) 5°°.
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Figura 2. Activacion y desactivacion de Stat-1. La activacion del Stat-1 ocurre cuando IFN-y en su
forma activa de dimero se une al IFN-yR formado por un dimero de IFN-yR1 mas un dimero de
IFN-yR2, posteriormente se reclutan las cinasas Jakl y Jak2, las cuales se unen al receptor para
iniciar una serie de reacciones enziméticas en las cuales transfieren un grupo fosfato obtenido a
partir del adenosin trifosfato (ATP). Después el grupo fosfato se transfiere al IFN-yR1 en dénde se
recluta a Stat-1 para fosforilarse y dar lugar a su forma activa de homodimero conocido como
Factor Activador de Gamma (GAF), el cual se transloca al nicleo para unirse a la Secuencia
Activada por Gamma (GAS) e iniciar la transcripcion de genes. Una vez finalizada la transcripcion
de los genes blanco por GAF, que es desfosforilado por las fosfatasas de nicleo en donde
adquiere una forma antiparalela para poder salir de nulcleo y en citoplasma desintegrar el
homodimero para que la proteina pueda utilizarse de nuevo® .

La produccién de IFN-y y la respuesta a esta citocina es fundamental, ya
gue participa en el control de infecciones por Mycobacterium spp, Salmonella spp,
Klebsiella spp y Candida spp>®°2.
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2. 7. Mutaciones conocidas en el IFN-yR.

En 1996, se publicaron los primeros casos sobre la etiologia genética de
MSMD, en unos pacientes con infecciones recurrentes o persistentes por BCG, M.
avium, M. fortuitum, M. chelonei y salmonelosis, en donde se identific6 una
mutacion en IFNGR1, el cual codifica para la cadena 1l/a del IFN-yR, causa que
los monocitos y macrofagos de esos pacientes no respondieran a la activacion
normal inducida por IFN-y"%"*,

Se han descrito dos formas génicas de la deficiencia recesiva de IFN-yR1,
con o sin expresion del receptor en la superficie?’ 2. El fenotipo celular de las
deficiencias recesivas en IFN-yR1 se caracterizan por la falta de respuesta a IFN-y
in vitro, en términos de produccion de IL-12p40 y una baja capacidad de unién de
Stat-1 a la secuencia activada por gamma (GAS, por sus siglas en inglés) en
leucocitos de los pacientes’®%891:9394 E| fenotipo clinico de estos pacientes se
caracteriza por infecciones diseminadas por BCG o MA (por ejemplo: M. chelonae,
M. fortuitum, M. mageritense, M. peregrinum, M. smegmatis, M. scrofulaceum)®°>
%7 También se han identificado pacientes con infecciones por M. tuberculosis que
murieron de la infeccién diseminada a pesar del tratamiento® 8. Las infecciones
se presentan en la infancia antes de los tres afios de edad®®. Otras infecciones
gue presentan los pacientes son causadas por virus (CMV, HHV8, RSV, PRV-3y
VSV) y bacterias (Listeria monocytogenes, Salmonela spp)’?8899%-1%0 Ng
obstante que ambas formas recesivas sean similares in vitro y clinicamente, los
pacientes con el fenotipo recesivo sin expresion de IFN-yR1 presentan infecciones
mas agresivas®®.

La forma autosémica dominante de la deficiencia de IFN-yR1 se describid
por primera vez en 1999'°". Grandes cantidades de IFN-yR1 se detectan en la
superficie celular debido a la acumulacion de IFN-yR1 truncados que carecen del
dominio intracelular*®®. La acumulacién de IFN-yR1 no funcionales que carecen de
los sitios de unién y sefializacion para Jakl y Stat-1, impiden la funcion de los
dimeros de IFN-yR1 a pesar de la presencia de receptores codificados por el alelo
normal de IFNGR1%%*, Todas las mutaciones confieren un fenotipo de respuesta
celular similar que se caracteriza por una respuesta débil a IFN-y in vitro®®*°!, Las
caracteristicas clinicas de los pacientes son menos agresivas que aquellos con
deficiencia autosémica recesiva en IFN-yR1>®. Los pacientes son susceptibles a
la vacuna BCG y a MA (M. abcessus, M. avium, M. asiaticum, M. bohemicum, M.
chelonei, M. gordonae, M. kansaii, M. scrofulaceum), también se han reportado
pacientes con una baja prevalencia de infecciones por Salmonella spp,
Coccidiodes spp, Histoplasma capsulatum y M. tuberculosis®®®%%1%_ En el 72%
de los pacientes, la infeccién afecta a los huesos y en algunos pacientes incluso
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se desarrolla osteomielitis sin involucrar a los organos®!%#1%-113 'En |a mayoria
de los casos, las infecciones micobacterianas se controlan muy bien con
tratamiento prolongado de antibidticos, con o sin administracion de [FN-y
recombinante, dependiendo si la mutacién es homocigota o heterocigota®®4*1°,

Ademas, se han reportado mutaciones en IFN-yR2, aunque con menor
frecuencia en comparacion a las mutaciones recesivas y/o dominantes en IFN-
yR1°. Existen dos formas de mutaciones recesivas completas en IFN-yR2, que
pueden expresar o no el receptor en la superficie de la membrana celular; en
todos los casos la respuesta a IFN-y se encuentra abatida’®™*® Las
manifestaciones clinicas empiezan a temprana edad, ocasionadas por infecciones

por BCG, M. abcessus, M. avium, M. fortuitum, M. porcium y M. simiae.}*¢4+7119-
121

Asimismo, en el IFN-yR2 se han identificado mutaciones parciales
recesivas, que predisponen a infecciones micobacterianas causadas por BCG, M.
abcessus, M. bovis, M. elephantis, M. fortuitum y M. simiae, con baja probabilidad
de desarrollar osteomielitis****?>1?®, En este tipo de deficiencia, existe una baja
expresion de IFN-yR2 en la superficie celular, pero nunca se ha encontrado
abatida dicha expresién®. Aunado a lo anterior, la respuesta a IFN-y est4 dafiada,
pero no abatida'?'?>1?*12> Tanto en pacientes con deficiencias completas como
en pacientes con deficiencias parciales en IFN-yR2 se recomienda el uso de
antibiéticos como profilaxis®. Igualmente, las mutaciones mono alélicas
contribuyen a formas autosomicas dominantes parciales de deficiencia en IFN-
yR2'% Estas mutaciones se caracterizan por una baja expresién de IFN-yR2 en la
superficie celular, por lo tanto, la fosforilacién de Stat-1 y la formacién del complejo
DNA - Homodimero de Stat-1 esta disminuido en las células de los pacientes

después de estimularlas con IFN-y*?°,

2. 8. Mutaciones en la sefializacion con alteraciones en Stat-1.

Después de la unién del IFN-y a su receptor en la membrana y de la
fosforilacion de las cadenas del receptor y de la propia fosforilacion de Jakl y
Jak2, Stat-1 se fosforila en la tirosina 701 por Jak2'?’. Stat-1 (Stat: Signal
transducer and Activator of Transcription) pertenece a una familia de factores de
transcripcion llamados Stat, de los cuales existen siete tipos distintos: Stat-1, Stat-
2, Stat-3, Stat-4, Stat-5a, Stat-5b y Stat-6. Junto con las cuatro cinasas Jak: Jak-1,
Jak-2, Jak-3 y Tyk-2%¢'2" son las moléculas que dirigen la activacion celular de
gran parte del sistema inmune y por lo tanto su funcionamiento adecuado es
fundamental para la eliminacién de microorganismos patdgenos y para el control
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de los mecanismos que esos microbios pueden inducir, como la activacion de
128

macréfagos—°.

Para funcionar como factor de transcripcion, Stat-1 forma homo o
heterodimeros, ya sea con otra molécula de Stat-1 (también llamado factor
activador de gamma, GAF) o con Stat-2; Stat-1 tiene 750 aminoacidos, que forman
dominios desde el extremo amino-terminal, el dominio de espiral (colied-coil), el
dominio de union al DNA, el dominio SH2 por el que interacciona con otras
moléculas, la region de union (linker) y hacia el extremo carboxilo terminal el
dominio de transactivacion (TA)'?. Stat-1 esta4 intimamente involucrado en la
respuesta celular mediada por citocinas incluyendo los interferones (IFN) de tipo |
(IFN-a/B), tipo Il (IFN-y) y tipo HI (IEN-A)3%3,

Cuando Stat-1 tiene una mutacibn en su estructura primaria, se
compromete el funcionamiento de la molécula*®. Se han descrito mutaciones
tanto recesivas como dominantes en Stat-1'*°; las mutaciones recesivas pueden
tener una deficiencia parcial o completa de la molécula y ambos casos se asocian
a infecciones por virus y bacterias intracelulares'**™**’. En cuanto a las mutaciones
dominantes, se puede encontrar una deficiencia parcial de Stat-1, con una pérdida
de funciébn que predispone a los pacientes a infecciones por micobacterias
ambientales como M. avium, también pueden presentar reaccién adversa a la
BCG" 3% 0 En el contexto de las mutaciones dominantes, en particular las
mutaciones de ganancia de funciéon (GF) en Stat-1 hacen que la molécula
presente una fosforilacién persistente, por lo tanto su actividad es constante*~143,
Las células de los pacientes con ese tipo de mutacion, muestran una respuesta
fuerte a IFN-a, IFN-y e [L-271141142144 por otra parte, se han reportado
mutaciones dominantes en Stat-1 con ganancia de funcién, las cuales se asocian
a infecciones por C. albicans, infeccion conocida como candidiasis mucocutédnea
crénica (CMC)*!*2 y también ocurren infecciones por otros hongos en pacientes
con este tipo de mutaciones™**4°,

La CMC se caracteriza por infecciones por C. albicans en membranas
mucosas, piel y ufias'’. Por lo general las infecciones se presentan a corta edad
en los pacientes y pueden persistir hasta la adultez, ademas de que en algunos
casos se puede observar retraso en el crecimiendo y en el inicio de la pubertad®*’.
La CMC ocurre como consecuencia de alguna inmunodeficiencia primaria
producida por mutaciones en diferentes genes que afectan la inmunidad
dependiente de IL-22 e IL-17, estos genes son: CARD9, CLEC7A, IL17RA, IL17F,
STAT3y STAT1**'*8 Se ha estimado que el 50% de los casos de CMC presentan
mutaciones en STAT1'. Por otra parte, también se han observado infecciones
por C. albicans en pacientes con mutaciones en IL12RB1°°, dicho gen es el que
presenta mas mutaciones reportadas para MSMD>”.
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Las mutaciones de GF en Stat-1 se han encontrado en los diferentes
dominios de la proteina; el dominio de espiral es donde se han encontrado mas

mutaciones, las cuales impiden la desfosforilacion de Stat-1, llevando a la
GF141,144,146

En algunos trabajos de mutagénesis dirigida en el dominio de unién al DNA,
se puede inducir la resistencia a la desfosforilacion, comprobando que algunos
residuos de aminoacidos en las proteinas son importantes para el anclaje correcto
al DNA o para ser blanco de las fosfatasas, enzimas encargadas de la eliminacién
del grupo fosfato en la tirosina 701 de Stat-1, y de tal forma GAF puede separarse
de la molécula de DNA'*°, Takezaki, et al, reportaron los dos primeros casos de
pacientes con mutaciones en el dominio de union al DNA, encontrando que esas
mutaciones al igual que las del dominio de espiral, interfieren con la
desfosforilacién de Stat-1 y confieren la propiedad de GF**°, aunque se desconoce
el mecanismo exacto por el cual la desfosforilacion de Stat-1 no se lleva a cabo en
el nucleo. Las mutaciones de GF en Stat-1 se han asociado a infecciones por
hongos, en la mayoria de los casos por C. albicans™#" 144150151 "aynque también
se han reportado casos de coccidioidomicosis e histoplasmosis 'y
mucormicosis**>*®,
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3. HIPOTESIS.

Entre los pacientes en estudio podremos encontrar mutaciones en IFNGR1,
IFNGR2, STAT1, IL12B, IL12RB1, IRF8, 1SG15, NEMO o CYBB, genes ya
descritos en la literatura para MSMD, los cuales causan defecto especifico en
funcionamiento del sistema inmune, con una consecuente susceptibilidad a
distintas infecciones y también existe la posibilidad de encontrar nuevas
mutaciones en los genes mencionados.
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4. OBJETIVO.

Identificar los defectos inmunoldgicos y genético en dos pacientes con
infecciones persistentes o recurrentes por Mycobacterium spp y otras infecciones
asociadas.
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5. METODOLOGIA.
5. 1. Pacientes.

En este trabajo se estudiaron dos pacientes con infecciones persistentes y
recurrentes, con el fin de identificar el origen de su IDP y para comprender los
mecanismos inmunolégicos relacionados con la biologia de las infecciones que
presentaron.

Los criterios de inclusion fueron el consentimiento informado firmado por los
padres de los pacientes, que los pacientes presentaran infecciones comprobadas
o de sospecha clinica por Mycobacterium spp o Salmonella spp, infecciones
recurrentes o persistentes por mala respuesta a terapéutica para Mycobacterium
spp, Salmonella spp, Candida spp u otras infecciones, reaccién post-vacunal a la
BCG con evolucion minima de tres meses que hayan presentado fiebre y/o
linfadenitis. Como criterios de exclusién fueron: serologia positiva para el Virus de
la inmunodeficiencia humana, diagnéstico de cancer o Diabetes mellitus o
tratamiento con esteroides o inmunosupresores.

El paciente 1, es masculino con 20 afos de edad, hijo de padres sanos no
consanguineos, originario de la Ciudad de México y sin antecedentes infecciosos
en su familia. Recibié la vacuna BCG al nacimiento y le causé infecciéon con una
adenitis cervical y axilar desde los dos afos de edad, la cual mejoraba con
tratamientos farmacol6gicos pero volvié a aparecer a los tres afios y se curd con
tratamiento con isoniazida + rifampicina + claritromicina. A los 10 afos tuvo una
infeccidon micobacteriana hepatica, la Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)
di6 positiva para el complejo tuberculoso, que se curd6 con tratamiento
antimicobactariano. Posteriormente, a los 19 afios volvio a presentar una infeccién
hepatica, osteomielitis y tuberculosis miliar, lo que le caus6 choque séptico y
estuvo cerca de fallecer, pero la atencion médica adecuada y oportuna en el
hospital lo sacé de la crisis; durante esa hospitalizacién se obtuvieron cultivos
positivos para M. bovis no BCG y para Candida parapsilosis y en ese momento se
comenz6 a estudiar para diagndstico de ID. El paciente tuvo también lesiones
cutaneas virales por el virus del papiloma humano. Hasta donde tuvo seguimiento,
el paciente presentd6 muy buena evolucibn con el uso de los farmacos
antimicobacterianos. El paciente fue canalizado del servicio de Infectologia del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

La paciente 2, es femenina de 7 afos de edad, nacida de padres sanos y
no consanguineos, originarios del estado de Oaxaca. La paciente recibid la
vacuna BCG al nacimiento, la cual le provocd una adenitis axilar al afio de edad y
fue tratada con reseccion quirargica de los nodulos linfaticos inflamados. La madre
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refiere que su hija recibié el esqguema completo de vacunacion sin haber
presentado ninguna otra reaccion adversa. Al afio y a los tres afios de edad tuvo
neumonias (sin identificacion del agente infeccioso) que requirieron hospitalizacién
por aproximadamente una semana en cada ocasion; durante la segunda
neumonia, se encontraron bacilos acido alcohol resistentes (BAAR) en jugo
gastrico de la paciente, pero no se observé desarrollo en los cultivos y la prueba
PPD aplicada a la paciente también fue negativa. A los 5 afios de edad presentd
un absceso supraclavicular derecho ulcerado con osteomielitis que requirid
hospitalizacion. En biopsias del tejido blando de ese absceso y del hueso de la
clavicula se observé una fuerte inflamacién en los tejidos, con BAAR Positivo +++,
con mas de 10 bacilos por campo, en 100 campos, en el tejido blando, y de 9
bacilos BAAR en 100 campos en hueso) lo que confirmé el diagndstico clinico de
una infecciébn micobacteriana deseminada. En la biopsia del tejido del absceso se
realiz6 una PCR para el Complejo Tuberculoso (M. tuberculosis, M. bovis, M.
africanum, M. microti, M. caprae, M. pinnipedii, M. canetti y M. bovis BCG), la cual
resultd positiva. Posteriormente, una prueba de Gen Xpert para M. tuberculosis
con resistencia a rifampicina en el mismo tejido resultoé altamente positiva para M.
tuberculosis (sin resistencia a rifampicina), o que sugiere que esa era la especie
de micobacteria que causé la infeccion en la paciente. Después, la paciente
recibi6 tratamiento con antimicobacterianos inicialmente con rifampicina,
pirazinamida, etambutol e isoniacida por un mes y después con isoniacida +
rifampicina por 16 meses mas, por requerirlo clinicamente y los sintomas de la
enfermedad desaparecieron. La paciente fue diagnosticada con hepatitis crénica,
de etiologia desconocida y una posibilidad es que se trate de efectos adversos del
uso de IFN-y que recibié por dos meses, o por los medicamentos como fluconazol
o ketokonazol que ha recibido para sus infecciones por C. albicans; la otra
posibilidad es que la hepatitis sea de otro origen y se encuentra en estudios para
hepatitis autoinmune, con resultados negativos para autoanticuerpos contra DNA,
anti-cardiolipina, anti-nucleares y también ha sido negativa para infeccién por virus
de hepatitis A, B o C. Las otras infecciones recurrentes que ha presentado, son la
candidiasis oral, con 3 6 4 episodios por afio que desaparecen con tratamiento con
fluconazol o con nistatina. Hasta el dltimo seguimiento, la paciente tuvo una ligera
infeccion de oido tratada con cefuroxima por siete dias y toma nistatina para la
candidiasis oral.

La paciente fue canalizada a nuestro laboratorio para estudiarla por posible
ID, del servicio de Infectologia, del Hospital Infantil de México “Federico Gomez”.
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5. 2. Obtencién de células mononucleares a partir de muestras de
sangre total.

Se obtuvieron 20 mL de sangre periférica total de pacientes con sospecha
de inmunodeficiencia y de sus familiares de primera linea (mama, papa y
hermanos), mediante puncion venosa con el sistema de vacio BD Vacutainer en
tubos con heparina de sodio. Asimismo se obtuvieron muestras de sangre de
donadores sanos para utilizar sus muestras como valores de referencia. Todas las
muestras de los pacientes y testigos se obtuvieron con consentimiento informado.
A partir de las muestras de sangre, se obtuvieron células mononucleares (CMN)
por gradiente de densidad de Lymphoprep, como se indica a continuacion, para la
obtencién de las células mononucleares se utilizaron tubos conicos estériles de 15
mL. La sangre heparinizada se diluy6é 1:2 con solucion salina fisioldgica (SSF), 5
mL sangre + 5 mL SSF y se mezcld, se agregaron 5mL de Lymphoprep hasta el
fondo del tubo con ayuda de una pipeta Pasteur. A continuacién los tubos se
centrifugaron por 30 minutos a 1,500 revoluciones por minuto (rpm), a temperatura
ambiente, sin freno. Después, las CMN que formaron un anillo entre el
Lymphoprep y el plasma, se separaron con ayuda de una pipeta Pasteur y se
colocaron las células en un tubo coénico estéril de 15 mL con SSF para lavar las
células dos veces, se centrifugo durante 5 minutos a 1,500 rpm. Las células se
contaron en una camara de Neubauer, se determind la viabilidad por exclusion de
azul de tripano (la viabilidad normalmente tiene que ser mayor al 90%) y se
resuspendieron a concentraciones conocidas, en medio RPMI 1640 suplementado
con glutamina 2mM, HEPES 10mM, antibiéticos (penicilina 100U/mL,
estreptomicina 100pg/mL y amfotericina B 0.025pg/mL) y 10% de Suero Fetal
Bovino (SFB).

5. 3. Inmortalizaci6bn de Lineas Celulares de Linfoblastoides
transformadas con el Virus de Epstein-Barr (LCL-VEB).

Las CMN separadas por gradiente de densidad con Lymphoprep de los
pacientes y sus familiares, se cultivaron con el Virus de Epstein-Barr (VEB)
derivado de la linea celular B95-8, obtenida del mono Saguinus oedipus. Cuando
las células se han inmortalizado exitosamente, al microscopio se observan células
refringentes, amorfas o alargadas (en proceso de division celular) con la presencia
de prolongaciones parecidas a pseuddpodos. Para la transformacion con VEB, las
CMN se ajustaron a una concentracién de 10° células/mL en medio RPMI 1640
suplementado con SFB al 10%, a 37°C y en una atmésfera humeda al 5% de CO..
Los cultivos se hicieron en placas de 24 pozos para cultivo celular. Brevemente, se
agregaron 0.5 mL de VEB (sobrenadantes libres de células de cultivos de la linea
productora del VEB, B95-8 crecida a confluencia) a cada pozo con 1 mL de CMN.
Las células se incubaron con el virus de 1 a 2 horas, a 37°C y en una atmosfera
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de CO; al 5%, en presencia de 10 pg/mL de PHA y posteriormente se lavaron con
RPMI 1640 simple centrifugando a 1,500 rpm por 5 minutos. Las células se
resuspendieron en medio RPMI 1640 suplementado con SFB al 10% y se
cultivaron en presencia de 1 mg/mL de ciclosporina A, se cambio el 50% del medio
tres veces por semana. La ciclosporina A se agrego a los cultivos sélo por 10 dias.
Las células se revisaron diariamente hasta ver claramente su transformacién con
la aparicidon y persistencia de clonas de células, lo cual se logré después de
aproximadamente 20 dias de cultivo. Las células bien establecidas se transfirieron
a botellas de cultivo de 25cm? para su expansion y para los experimentos.

5. 4. Cuantificaciéon de IL-12p40 mediante ELISA en sandwich.

La determinacion de IL-12p40 se realiz6 en sobrenadantes de cultivo de
sangre periférica total diluida 1:2 con RPMI 1640. Las muestras de sangre diluida
con RPMI 1640 se estimularon con medio de cultivo (sin estimulo), BCG (20 pL del
sobrenadante de un stock que se agitdé con vortex por un minuto y que se dejo
reposar por otro minuto; el stock contiene ~9x10® UFC/mL, por lo tanto en 20 L
hay ~18x10° UFC), BCG + 50Ul de IFN-y, BCG + 100Ul de IFN-y, BCG + 500Ul
de IFN-y y BCG + 1,000UI de IFN-y, y se incubaron por 48 horas a 37°C en una
atmosfera de CO, al 5%. Se cosecharon los sobrenadantes libres de células a las
48 horas, se almacenaron a -70°C hasta la determinacion de las citocinas. La
produccion de IL-12p40 se determind en los sobrenadantes mediante ELISA en
sandwich, empleando un kit comercial R&D systems, se siguieron las
recomendaciones del fabricante (sensibilidad analitica de 31.25pg/mL).

Para el ELISA en sandwich, primero se sensibiliz6 la placa de 96 pozos con
el anticuerpo de captura de IL-12p40 diluido en PBS a una concentracion de 4
pg/mL, se emplearon 100 pL del anticuerpo de captura por pozo, se incubd la
placa toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se realizaron tres lavados con 100 pL
por pozo con PBS mas Tween 20 al 0.05%. Luego, se bloqued la placa con una
solucion bloqueadora comercial (SuperBlock, Thermo Scientific) durante 1 hora a
temperatura ambiente, se lavaron tres veces los pozos de la placa con PBS mas
Tween 20 al 0.05%. Después, en los pozos correspondientes se colocaron 100 pL
de las diferentes concentraciones conocidas del estandar de IL-12p40, del blanco
y de las muestras, cada condicién se realiz6 por duplicado. Se incubé la placa por
dos horas, a temperatura ambiente y se lavo tres veces con PBS mas Tween 20 al
0.05%. Luego, se colocaron 100 uL por pozo del anticuerpo de deteccion de IL-
12p40 a una concentracién de 6 pug/mL, se incub6 por dos horas a temperatura
ambiente y se lavé con PBS mas Tween 20 al 0.05%. Posteriormente, se prepard
la estreptavidina acoplada a peroxidasa de rabano a una dilucion de 1:40, se
colocaron 100 pL por pozo y se incubd por 20 minutos a temperatura ambiente,

26



protegido de la luz. Se lavé tres veces la placa con PBS y Tween 20 al 0.05%, se
prepar6 una solucion de sustrato, en la cual se mezclaron partes iguales del
reactivo A y del reactivo B, se colocaron 100 uL por pozo de la solucién de
sustrato y se dejé incubar por 20 minutos a temperatura ambiente, protegido de la
luz. Finalmente, se detuvé la reaccion con 50 pyL por pozo de H,SO4 al 2N y se
realizo la lectura de las densidades Opticas de cada pozo de la placa de ELISA en
un lector a 450nm con referencia de 570nm.

5. 5. Cuantificacion de IL-12p70 mediante ELISA en sandwich.

La determinacion de IL-12p70 se realiz6 en sobrenadantes de cultivo de
sangre periférica total diluida 1:2 con RPMI 1640. Las muestras de sangre diluida
con RPMI 1640 se estimularon con medio de cultivo (sin estimulo), BCG (20 pL del
sobrenadante de un stock que se agitdé con vortex por un minuto y que se dejé
reposar por otro minuto; el stock contiene ~9x10® UFC/mL, por lo tanto en 20 L
hay ~18x10° UFC), BCG + 50Ul de IFN-y, BCG + 100Ul de IFN-y, BCG + 500Ul
de IFN-y y BCG + 1,000UI de IFN-y, y se incubaron por 48 horas a 37°C en una
atmosfera de CO, al 5%. Se cosecharon los sobrenadantes libres de células a las
48 horas, se almacenaron a -70°C hasta la determinacion de las citocinas. La
produccion de IL-12p70 se determind en los sobrenadantes mediante ELISA en
sandwich, empleando un kit comercial R&D systems, se siguieron las
recomendaciones del fabricante (sensibilidad analitica de 15.625pg/mL).

Para el ELISA en sandwich, primero se sensibiliz6 la placa de 96 pozos con
el anticuerpo de captura de IL-12p70 diluido en PBS a una concentraciéon de 4
pg/mL, se emplearon 100 pyL del anticuerpo de captura por pozo, se incubd la
placa toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se realizaron tres lavados con 100 uL
por pozo con PBS mas Tween 20 al 0.05%. Luego, se bloqued la placa con una
solucion bloqueadora comercial (SuperBlock, Thermo Scientific) durante 1 hora a
temperatura ambiente, se lavaron tres veces los pozos de la placa con PBS mas
Tween 20 al 0.05%. Después, en los pozos correspondientes se colocaron 100 pL
de las diferentes concentracion conocidas del estandar de IL-12p70, del blanco y
de las muestras, cada condicion se realizé por duplicado. Se incubé la placa por
dos horas a temperatura ambiente y se lavo tres veces con PBS mas Tween 20 al
0.05%. Luego, se colocaron 100 uL por pozo del anticuerpo de deteccion de IL-
12p70 a una concentracién de 6 pug/mL, se incubé por dos horas a temperatura
ambiente y se lavo con PBS mas Tween 20 al 0.05%. Posteriormente, se preparé
la estreptavidina acoplada a peroxidasa de rabano a una diluciéon de 1:40, se
colocaron 100 pL por pozo y se incubd por 20 minutos a temperatura ambiente,
protegido de la luz. Se lavo tres veces la placa con PBS mas Tween 20 al 0.05%,
se prepard una solucion de sustrato, en la cual se mezclaron partes iguales del
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reactivo A y del reactivo B, se colocaron 100 puL por pozo de la solucién de
sustrato y se dejé incubar por 20 minutos a temperatura ambiente, protegido de la
luz. Finalmente, se detuvé la reaccion con 50 pyL por pozo de H,SO4 al 2N y se
realizo la lectura de las densidades Opticas de cada pozo de la placa de ELISA en
un lector a 450nm con referencia de 570nm.

5. 6. Cuantificacion de TNF-a mediante ELISA en sandwich.

La determinacion de TNF-a se realizd en sobrenadantes de cultivo de
sangre periférica total diluida 1:2 con RPMI 1640. Las muestras de sangre diluida
con RPMI 1640 se estimularon con medio de cultivo (sin estimulo), BCG (20 pL del
sobrenadante de un stock que se agitdé con vortex por un minuto y que se dejo
reposar por otro minuto; el stock contiene ~9x10® UFC/mL, por lo tanto en 20 L
hay ~18x10° UFC), BCG + 50Ul de IFN-y y BCG + 500Ul de IFN-y, se incubaron
por 48 horas a 37°C en una atmésfera de CO, al 5%. Se cosecharon los
sobrenadantes libres de células a las 48 horas, se almacenaron a -70°C hasta la
determinacién de las citocinas. La produccién de TNF-o se determind en los
sobrenadantes mediante ELISA en sandwich, estandarizad6 en el laboratorio
(sensibilidad analitica de 15.625pg/mL).

Para el ELISA en sandwich, primero se sensibiliz6 la placa de 96 pozos con
el anticuerpo de captura de TNF-a diluido en PBS a 2 pug/mL, se emplearon 50 pL
del anticuerpo de captura por pozo, se incubd la placa toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente, se realizaron tres lavados de 50 pyL por pozo con PBS con Tween 20 al
0.05%. Luego, se blogued la placa con 100 pL de una solucion bloqueadora
comercial (SuperBlock, Thermo Scientific) durante 30 minutos a 37°C, se lavaron
tres veces los pozos de la placa con PBS mas Tween 20 al 0.05%. Después, en
los pozos correspondientes se colocaron 50 L de las diferentes concentraciones
conocidas del estandar de TNF-a, blanco y muestras, cada condicion se realizd
por duplicado. Se incubd la placa por dos horas a 30°C y se lavo tres veces con
PBS mas Tween 20 al 0.05%. Luego, se colocaron 50 pL por pozo del anticuerpo
de deteccién de TNF-a acoplado a biotina a una concentraciéon de 1 pg/mL, se
incubd por 45 minutos a temperatura ambiente y se lavo seis veces con PBS mas
Tween 20 al 0.05%. Posteriormente, se prepard la estreptavidina acoplada a
fosfatasa alcalina a una dilucion de 1:2,000, se colocaron 50 pL por pozo y se
incubd por 30 minutos a temperatura ambiente protegido de la luz. Se lavo seis
veces la placa con PBS y Tween 20 al 0.05%, se prepard una solucion de
sustrato, en la cual se disolvié unas pastilla de p-nitrofenilfostato en dietanolamina
al 1M con MgCIl; al 0.5mM, se colocé 50 pL por pozo del sustrato y se incub6 por
20 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz. Finalmente, se detuvo la
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reaccion con 50 pL por pozo de NaOH al 1M y se leyé la placa en un lector de
ELISAs a 405nm.

5. 7. Cuantificacion de IFN-y mediante ELISA en sandwich.

La determinacion de IFN-y se realiz6 en sobrenadantes de cultivo de sangre
periférica total diluida 1:2 con RPMI 1640. Las muestras de sangre diluida con
RPMI 1640 se estimularon con medio de cultivo (sin estimulo), 20 ng/mL de IL-12
recombinante humana, BCG, 10 pg/mL de PHA, BCG + 20 ng/mL de IL-12 6 10
pg/mL de PHA + 20 ng/mL de IL-12, y se incubaron por 48 horas a 37°C en una
atmosfera de CO; al 5%. Se cosecharon los sobrenadantes libres de células a las
48 horas, se almacenaron a -70°C hasta la determinacion de las citocinas. La
produccion de IFN-y se determind en los sobrenadantes mediante ELISA en
sandwich, empleando un kit comercial R&D systems, se siguieron las
recomendaciones del fabricante (sensibilidad analitica de 7.8125pg/mL).

Para el ELISA en sandwich, primero se sensibiliz6 la placa de 96 pozos con
el anticuerpo de captura de IFN-y diluido en PBS a una concentracion de 4 pg/mL,
se emplearon 100 uL del anticuerpo de captura por pozo, se incubé la placa toda
la noche a 4°C. Al dia siguiente, se realizaron tres lavados con 100 pL por pozo
con PBS mas Tween 20 al 0.05%. Luego, se bloqued la placa con una solucién
bloqueadora comercial (SuperBlock, Thermo Scientific) durante 1 hora a
temperatura ambiente, se lavaron tres veces los pozos de la placa con PBS mas
Tween 20 al 0.05%. Después, en los pozos correspondientes se colocaron 100 pL
de las diferentes concentraciones conocidas del estdndar de IFN-y, del blanco y de
las muestras, cada condicion se realiz6 por duplicado. Se incubd la placa por dos
horas a temperatura ambiente y se lavo tres veces con PBS mas Tween 20 al
0.05%. Luego, se colocaron 100 pL por pozo del anticuerpo de deteccion de IFN-y
a una concentracion de 50 ng/mL, se incubd por dos horas a temperatura
ambiente y se lavé con PBS mas Tween 20 al 0.05%. Posteriormente, se prepard
la estreptavidina acoplada a peroxidasa de rabano a una dilucion de 1:40, se
colocaron 100 pL por pozo y se incubd por 20 minutos a temperatura ambiente,
protegido de la luz. Se lavé tres veces la placa con PBS mas Tween 20 al 0.05%,
se prepard una solucion de sustrato, en la cual se mezclaron partes iguales del
reactivo A y del reactivo B, se colocaron 100 uL por pozo de la solucién de
sustrato y se dejé incubar por 20 minutos a temperatura ambiente, protegido de la
luz. Finalmente, se detuvo la reaccion con 50 pyL por pozo de H,SO4 al 2N y se
realizo la lectura de las densidades Opticas de cada pozo de la placa de ELISA en
un lector a 450nm con referencia de 570nm.
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5. 8. Determinacion de la expresion del receptor para IL-12 mediante
citometria de flujo.

Se obtuvieron CMN de sangre periférica total de los pacientes y sus
familiares de primer grado, asi como de un testigo sano no familiar y se cultivaron
1x10° células por pozo en placas de cultvo de 24 pozos en RPMI 1640
suplementado con SFB al 10%. Las células se estimularon con 10 pg/mL de PHA
y se incubaron a 37°C en una atmoésfera al 5% de CO; por 3 dias. Transcurrido el
tiempo de estimulacion, se cosecharon las CMN y se realizé la tincion para
citometria de flujo (CF), con los anticuerpos anti-CD3PerCP (347344) + anti-IL-
12RB1PE (556065), CD3PerCP + anti-IL-12RB2PE (550723), todos de la marca
Becton-Dickinson, y se emplearon controles de isotipo de ratén IgG1PE y control
de isotipo de rata IgGPE. Se incubaron las células con cantidades saturantes de
los anticuerpos (CD3PerCP + IL12RB1PE 6 CD3PerCP + IL-12RB2) y sus
controles de isotipo correspondientes por 30 minutos a 4°C en oscuridad. Posterior
a la incubacién, se lavaron las células con 1mL de PBA (PBS + 1% de SFB + 0.1%
de azida de sodio), las células se centrifugaron a 1,500 rpm por 5 minutos, se
decantd el sobrenadante y las células se resuspendieron en paraformaldehido
(PFA) al 1% en PBS y se adquirieron por lo menos 10,000 eventos en un citometro
FACSCalibur de Becton-Dickinson calibrado para leer tres fluorescencias. Las
graficas se realizaron y se analizaron con el programa CellQuest Pro (Becton-
Dickinson, San José, Ca, U.S.A))

5. 9. Deteccion de IFN-yR1 mediante CF en CMN de sangre periférica.

Se colocaron 100 pL de sangre con heparina en tubos de citometria, se
utilizaron tres tubos por paciente, familiares y controles. El primer tubo se marco
como sin tincién, el segundo con anticuerpos para CD14-FITC + control de isotipo-
PE vy el tercer tubo con anticuerpos para CD14-FITC + CD119-PE (12-1199-42,
eBioscience) y se agregaron los anticuerpos respectivos en cantidades saturantes.
Luego, se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Para lisar
los eritrocitos se agregd 1 mL por tubo de FACS lysing solution (349202, Becton
Dickinson) a 1x en agua destilada, se agitd e incubd por 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se realizaron dos lavados con PBA, se centrifugaron a
1,500 rpm por 10 minutos. Finalmente, se resuspendieron las células en 400 uL de
PFA al 1% para su analisis en el citometro de flujo FACSCalibur de Becton-
Dickinson, se adquirieron al menos 10,000 eventos por cada muestra.

5. 10. Cinética de fosforilacion de Stat-1 en respuesta a IFN-y.

Las LCL-VEB se cultivaron en RPMI 1640 suplementado con 1% de SFB un
dia antes del estimulo. Se cultivaron 5x10° células de LCL-VEB (1x10° células por
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tubo) bajo las siguientes condiciones: sin estimulo, 15, 30, 45, 60 y 90 minutos con
IFN-y (todos los puntos de la cinética se estimularon con 1,000Ul de IFN-y). Las
células se mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado con 1% de SFB a
37°C, al transcurrir cada uno de los tiempos de estimulacion con IFN-y, se detuvo
el estimulo con 1 mL de PBS frio.

5. 11. Estimulacion con IFN-y para inducir la fosforilacion de Stat-1 en
LCL-VEB.

Las LCL-VEB se prepararon con RPMI 1640 suplementado con 1% de SFB
un dia antes del estimulo. Se tomaron 5x10° células por condicién (1x10° células
por tubo) y se colocaron en RPMI 1640 simple a 37°C. Se realiz6 la activacién con
100Ul o con 1,000UI de IFN-y o con 25,000Ul IFN-a por 30 minutos y se detuvo la
estimulacién con 1 mL de PBS frio.

5. 12. Deteccion de p-Stat-1 (Y701) mediante Citometria de Flujo.

La deteccion intracelular de pStatl (Y701) por CF, se hizo con el protocolo
basado en la metodologia original de Nolan y Krutzik®. Brevemente, después de
la activacion de las céulas con IFN-y o IFN-a (LCL-VEB o células mononucleares)
como se indica en los dos apartados anteriores, la fosforilacion de Stat-1 (Y701),
se preservo por fijacion con paraformaldehido (PFA) al 4% (concentracién final
2%) se incubd por 10 minutos a 37°C; después las células se lavaron por
centrifugacion y se permeabilizaron en una solucion con 90% de metanol frio +
10% de una solucion permeabilizadora comercial (FacsPerm II, de Becton-
Dickinson) por 30 minutos. Nuevamente se lavaron las células por centrifugacion,
se decanto el sobrenadante y se incubaron con el anticuerpo anti-p-Stat-1 (Y701)-
PE por 30 minutos a 4°C. Las células se lavaron y se resuspendieron en PFA al
1% y fueron analizadas el mismo dia en un citometro de flujo FACSCalibur de
Becton-Dickinson.

5. 13. Inhibicibn de las cinasas que fosforilan Stat-1, con
estaurosporina (Sta).

Las células LCL-VEB se prepararon con RPMI 1640 suplementado con 1%
de SFB un dia antes del estimulo. Se cultivaron 5x10° células de LCL-VEB bajo
las siguientes condiciones: sin estimulo, IFN-y, IFN-y+Sta 15 minutos, IFN-y+Sta
30 minutos y IFN-y+Sta 60 minutos. Las LCL-VEB se estimularon primero con
1,000UlI de IFN-y por 30 minutos y luego se incubaron con 1 uM de Sta por 15, 30
y 60 minutos.
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5. 14. Obtencién de extractos citoplasmicos y nucleares de LCL-VEB.

Las células estimuladas con IFN-y se lavaron con PBS y se centrifugaron a
17,000xg durante 1 minuto a 4°C. El botdén, se resuspendio en 1 mL de
amortiguador de lisis de membrana (10 mM HEPES [pH 7.9], 10 mM KCI, 0.1 mM
EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.05% NP-40, 25 mM NaF, 1 mM NazVO4, 1 mM PMSF), se
incubd por 30 minutos en frio y se centrifugé de nuevo a 17,000xg por 1 minuto a
4°C. Se recolecté el sobrenadante, el cual se almacendé como extracto
citoplasmico. Luego, se afiadieron 15 pL del amortiguador de lisis nuclear (20 mM
HEPES [pH 7.9], 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 25% glicerol, 1 mM
PMSF, 25 mM NaF, 1 mM Na3zVO,), se agitd en vortex durante 20 segundos y se
incub6 en frio por 15 minutos, posteriormente se centrifugé a 17,000xg por 1
minuto a 4°C. El sobrenadante se recolecté en un tubo nuevo y se almacené como
extracto nuclear. Se determiné la concentracién de proteina por el método de
Bradford.

5. 15. Cuantificacion de proteinas.

Primero se realizé una curva patrén con albumina estandar (1 pg/uL), se
etiquetaron 5 tubos eppendorf de la siguiente manera: Blanco, 2, 4, 8 y 16. Para
diluir una parte del reactivo en cuatro partes de agua se colocaron 800uL de agua
destilada en los tubos etiquetados. Se adicionaron 2ug, 4ug, 8ug y 16ug de
albumina estandar a los tubos de 2, 4, 8 y 16 respectivamente, el tubo Blanco no
se le adiciond estandar. A cada tubo se le agregaron 200 pL del reactivo de
Bradford (BioRad) y se agitd. Se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos y
se midio la absorbancia a 595nm.

5. 16. Electroforesis de proteinas.

Las proteinas de los extractos nucelares o citoplasmicos se separaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida (Laemmli, 1970). Se cargaron 10ug de
proteina de los extractos en geles de poliacrilamida PAGE-SDS al 10% y se
transfirieron a membrana de PVDF.

5.17. Transferencia.

Se cortaron 4 piezas de papel filtro y una pieza de membrana PVDF, todos
del tamafo del gel. Se realiz6 un corte pequefio en el extremo superior izquierdo
para identificar el frente de la membrana. Se activd la membrana con metanol y se
enjuagd con agua destilada. Se humedecieron dos piezas de papel filtro en el
amortiguador de transferencia y se colocaron sobre la fibra en el casette de
transferencia. Se recorto el gel, dejando unicamente el area de interés con ayuda
del marcador de peso molecular (de 50kDa a 130kDa). Se colocé el gel sobre el
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papel filtro de tal forma que la parte izquierda del gel quede del lado derecho del
papel filtro. Se colocé la membrana sobre el gel, en este caso la marca realizada
también debe quedar del lado derecho del papel filtro, se eliminaron las burbujas
existentes entre la membrana y el gel. Se colocaron las otras dos piezas de papel
filtro previamente humedecidos con amortiguador de transferencia. El casette se
cerrd y se transfirid a 100 volts por una hora en frio.

5. 18. Immunobloting para el analisis de la fosforilacién de Stat-1.

Primero se realiz6 el bloqueo de la membrana con una solucién
bloqueadora comercial (SuperBlock, Thermo Scientific) por 30 minutos en
agitaciéon constante a temperatura ambiente. Se lavé la membrana con TBS-
Tween 0.1% hasta eliminar cualquier residuo del SuperBlock. Las membranas se
incubaron con el anticuerpo primario con su dilucién correspondiente en TBS con
1% de albumina, como se indica a continuacion:

Anticuerpo primario  Tiempo de incubacion  Dilucion

Anti-lamina B 1 hora 1:1000
Anti-tubulina 1 hora 1:2000

Anti-Stat-1 1 hora 1:6500
Anti-pStat-1 24 horas 1:1500

Posteriormente se realizaron 2 lavados con TBS-Tween 0.1% de 10
minutos y 3 lavados de 5 minutos. Se preparé e incub6 la membrana con el
anticuerpo secundario diluido en TBS con albumina al 1% como se indica a
continuacion:

Anticuerpo Reconoce Tiempo de Dilucién
secundario incubacion

Anti-cabra Anti-lamina B 1 hora 1:1000
Anti-raton Anti-tubulina 1 hora 1:10000
Anti-conejo Anti-Stat-1 1 hora 1:15000
Anti-conejo Anti-pStat-1 1 hora 1:15000

Después del tiempo de incubacion con el anticuerpo secundario, se realizd
un lavado de 10 minutos con TBS-Tween 0.1%, dos lavados de 5 minutos y un
lavado de 5 minutos (éste ultimo con TBS sin Tween 20). Luego, se preparé la
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solucion de revelado SuperSignal (Thermo), se mezclaron las soluciones en partes
iguales y se incubd por 5 minutos y se revelé en un cuarto oscuro.

5. 19. Obtencion de DNA gendmico a partir de sangre periferica total o
células LCL-VEB.

A partir de sangre fresca o de células LCL-VEB de los pacientes, sus
familiares o los sujetos sanos se obtivo DNA gendmico. Las muestras se sangre
fresca se centrifugaron a 3,500 rpm por 10 minutos, luego con ayuda de una
pipeta Pasteur se recupero el anillo de leucocitos y se coloco en un tubo de 2 mL.
En el caso de las células LCL-VEB, el DNA gendmico se obtuvo a partir de un
millén de células. Una vez que se colocardn las células en un tubo de 2 mL, se les
afiadieron 800 pL de buffer TKM1 (Tris-HCI 10 mM KCI 10 mM, MgCl; 10 mM y
EDTA 2 mM con pH = 7.6) con triton (agregar 75 pL de tritdn por cada 3 mL de
solucién de TKM1), inmediatamente se congelaron los tubos a -70°C. Una vez
congelados los tubos, se colocaron en temperatura ambiente para descongelar y
se volvieron a congelar a -70°C. Se descongelaron los tubos y se centrifugaron a
12,000 rpm durante 1 minuto en microcentrifuga, el sobrenadante se descart6. Se
afiadi6 1.5 mL de amortiguador TKM1 y se agité suavemente, se sentrifugé a
12,000 rpm durante 1 minuto y se descarté el sobrenadante. Se Afadieron 250 pL
de acetato de sodio 0.2 M a cada tubo, 25 uL de SDS al 10% y 5 pL de proteinasa
K [20 mg/mL] (la proteinasa K se prepar6 en un amortiguador de Tris-HCI 20 mM,
Na;EDTA 4 mM, NaCl 100 mM, con pH = 7.4), se aplic6é vortex brevemente y se
incubd por 30 minutos a 55°C. Se agregaron 120 pL de fenol tamponado en tris
con pH = 7.5-7.8 y se aplico vortex hasta obtener una emulsion. Se centrifugé a
12,000 rpm durante 5 minutos. Se tomoO la fase acuosa que se observa
completamente transparante y mucosa, se coloco un un tubo nuevo de 1.5 mL. La
fase organica se observa en el fondo del tubo de color amarillo o café. Después, a
la fase acuosa se le realiz6 una extraccion con 120 pL de fenol tamponado, se
centrifugdé a 12,000 rpm durante 20 minutos y se recuperdé la fase acuosa en un
tubo nuevo de 1.5 mL. Se afadierén 120 pL de cloroformo a la fase acuosa y se
homogeniz6 en vortex hasta obtener una suspension de color amarillo claro, se
centrifug6 a 12,000 rpm durante 30 minutos. Se recuperaron las fases acuosas en
un tubo nuevo de 1.5 mL, se afadié 900 uL de etanol absoluto, se mezclé por
inversion hasta que el DNA precipitd, se centrifugd a 12,000 rpm durante 1 minuto
y se descarto el sobrenadante. Se lavé con 1 mL de etanol al 80% para eliminar
las sales, se aplicé vortex para solubilizar los iones contaminantes, luego se
centrifug6 a 12,000 rpm durante 1 minuto y se elimind el sobrenadante, se repitid
el lavado. Se secaron los botones de DNA en campana de flujo laminar hasta que
los botones quedaron translucidos. Se resuspendieron los botones en 100 pL de
H,O ultrapura o inyectable, se aplico vortex tratando de resuspender por completo.
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Se incubd a 55-60°C durante 2 horas, se agité periddicamene para disolver el
DNA. Se tomé6 una alicuota para cuantificar en NanoDrop 1000. El stock se
conservo a -20°C.

5. 20. Secuenciacion de DNA.

A partir del DNA gendmico obtenido de sangre periferica total o de células
LCL-VEB, se amplificaron siete exones para IFNGR1 y 22 exones para STAT-1
(Anexo 10. 5. Oligonucledtidos para la secuencuaciéon). Se prepard una mezcla
para PCR con H;O grado biologia molecular, 2.5mM de MgCI2,
desoxirribonucleotidos de trifosfato (dNTPs), enzima Taq polimesara, los
oligonucledtidos delantero (F) mas reverso (R) y se afiadié 1 uL de DNA de cada
muestra. Se colocaron los tubos de reaccion de PCR en el termociclador
MyCycler, BIO RAD. Las condiciones de ciclado y temperaturas de amplificacion
empleadas fueron:

94°C por 5’

94°C por 45"

54°C por 45" _38
ciclos

72°C por 1’

72°C por 7’

4°C hasta su uso.

Una vez amplificados los exones, se realizé una PCR de marcaje en la cual se
usaron 1 pL del producto de la primera PCR, oligonucledtidos F o R, BigDye
®Terminator y H,O de grado biologia molecular. Las amplificaciones marcadas se
obtuvieron con las siguientes condiciones deciclado y temperaturas de
amplificacion:

96°C por 1’
96°C por 10~

25
50°C por 10" ciclos
60°C por 5”

4°C hasta su uso.

Posteriormente, el producto de amplificacibn marcado se purifico por medio de la
filtracion en gel de Sephadex-100 (Sigma-Aldrich), el cual tiene propiedades
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cromatograficas para la separacion de fragmentos de DNA de doble cadena y los
productos purificados se secuenciaron en el analizador de secuencias ABI Prism
377 (Perkin-Elmer Applied Biosystem). La secuencia referencia para IFNGR1 o
STAT-1 se obtuvo de Ensembl (www.ensembl.org) y las alineaciones de las
secuencias se realizaron usando el software SegMan Pro (DNASTAR).
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6. RESULTADOS.
Paciente 1.

En el paciente 1, primero determinamos la produccion de IFN-y y la
respuesta a IL-12, y encontramos una produccion de IFN-y normal en respuesta a
BCG vy las células del paciente respondieron a la coestimulacion con BCG+IL-12,
aumentando la produccién de IFN-y (Figura 3).
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Figura 3. Determinacién de la produccién de IFN-y y la respuesta a IL-12 en muestras de sangre
del paciente 1, su madre y donadores (media, n=5). Las muestras de sangre diluidas 1:2 con RPMI
1640 simple se estimularon con: sin estimulo, 20 ng/mL de IL-12, 10 pg/mL de PHA, 10 pg/mL de
PHA + 20 ng/mL de IL-12, BCG 6 BCG + 20 ng/mL de IL-12. La produccion de IFN-y se determiné
por ELISA de sandwich en los sobrenadantes de 48 horas. Se muestran las medias con desviacion
estandard. El grafico se realiz6 en el programa GraphPad Prism versién 6.

Aunado a los resultados anteriores, podemos observar que el receptor para
IL-12 funciona adecuadamente, debido a que cuando se coestimula con BCG+IL-
12 aumenta la produccion de IFN-y, en comparacién con la produccién de la
estimulacion de BCG, indicando una expresion normal del receptor y que el
receptor es funcional.

Cuando se determiné la respuesta a IFN-y mediante la produccion de IL-
12p40, se encontrdé una produccion en respuesta a BCG y no se observé un
aumento en respuesta a IFN-y (BCG+IFN-y comparado con BCG) en las células
del paciente (Figura 4). Estos resultados sugieren que podia haber un defecto en
el receptor para IFN-y o0 en la sefalizacion intracelular, como por ejemplo alguna
posible mutacién en Stat-1.
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Figura 4. Determinacion de la produccién de IL-12p40 en respuesta a IFN-y en células del paciente
y controles sanos (media, n=10). Las muestras de sangre se diluyeron 1:2 con RPMI simple se
estimularon con: sin estimulo, BCG, BCG + 50Ul de IFN-y, BCG + 100Ul de IFN-y, BCG + 500Ul de
IFN-y 6 BCG + 1,000Ul de IFN-y. La IL-12p40 se determiné por ELISA de sandwich en los
sobrenadantes de los cultivos a las 48 horas. Se muestran las medias con desviacion estandard. El
gréfico se realizé en el programa GraphPad Prism version 6.

Los resultados anteriores nos llevaron a plantearnos la pregunta de si el
posible defecto en el paciente estaria en el IFN-yR o en la sefializacion intracelular
inducida por IFN-y, posiblemente por una mutacién en STAT-1. Como no fue
posible obtener repetidas veces sangre y CMN del paciente, decidimos trabajar
con su linea celular transformada por el Virus de Epstein Barr (LCL-VEB) para
estudiar la fosforilaciéon de Stat-1 en respuesta a IFN-y. Se realizé el ensayo de
fosforilacion de Stat-1 y se evalué por CF. Para la estrategia de analisis, se
adquirieron las células y se evaluaron en un Dot plot de tamafio contra
granularidad, la poblaciébn de interés se selecciond6 con una ventana para
posteriormente visualizar la fluorescencia de de pStat-1 PE en un histograma.
Finalmente, se realiz6 un histograma de todas las condiciones (Overlay) para el
control, otro para el paciente y otro para la mama. Al comparar el resultado de la
fosforilacion de Stat-1 en linea celular del paciente contra las lineas celulares de
testigos sanos, se observé una menor fosforilacion de Stat-1 en las células del
paciente en respuesta a IFN-y, pero en cambio se vié una buena respuesta a la
estimulacién con IFN-a (Figura 5 y Tabla 1), lo que sugirié que el problema o la
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anomalia en las células del paciente se debia probablemente a algun defecto en el
IFN-yR y no en Stat-1 que si se fosforil6 en respuesta a IFN-a.
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Figura 5. Fosforilacion de Stat-1 en LCL-B EBV estimuladas con 100Ul de IFN-y, 1,000Ul de IFN-y
0 50,000UI de IFN-a. Las células LCL-VEB de un sujeto sano (A), de la mama del paciente (B) y
del paciente 1 (C), se estimularon por 30 min con IFN-y (100 y 1,000Ul) 6 IFN-a (50,000Ul), se
fijaron y se procesaron para detectar pStat-1 intracelularmente por citometria de flujo. M1 = rango
de sin estimulo a 100Ul de IFN-y, M2 = rango de sin estimulo a 1,000Ul de IFN-y, M3 = rango de
sin estimulo a 50,000 Ul de IFN- a.
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Control Madre Paciente 1

IFN-y 100Ul 1.9 1.54 1.13
IFN-y 1,000UlI 2.42 1.73 1.19
IFN-a 50,000UlI 491 6.92 8.35

Tabla 1. indices de estimulacion para la fosforilacion de Stat-1 en células LCL-VEB del Paciente 1,
su madre y un control sano, en respuesta a 100Ul de IFN-y, 1,000UIl de IFN-y y 50,000UI de IFN-a.
Los indices se calcularon a partir de histogramas de citometria de flujo (figura 5) se dividi6 la
intensidad media de fluorescencia para Stat-1PE de células estimuladas con IFN-y o IFN-a entre la
intensidad media de fluorescencia para Stat-1PE de células sin estimular .

Para complementar y ampliar los resultados obtenidos por CF, se hicieron
ensayos de Western blot (WB) para estudiar las formas desfosforiladas y
fosforiladas de Stat-1 y en el padre del paciente y en un testigo sano. Estos
experimentos se hicieron también con células LCL-VEB del paciente y testigos.
Por WB, observamos un aumento en la fosforilacion de Stat-1 en respuesta a 100
0 1,000UlI de IFN-y en las lineas celulares de la madre o en las de un testigo sano;
en las células del paciente encontramos una baja fosforilacion de Stat-1 en
respuesta a IFN-y, sugiriendo un posible defecto en el receptor para IFN-y (Figura
6).

Figura 6. Determinacién de la fosforilacién de Stat-1 por Western blot en células LCL-VEB del
paciente 1, de la madre del paciente, un sujeto sano y un control negativo. Las células se
estimularon con 100 o 1,000 Ul de IFN-y por 30 minutos, se obtuvieron los extractos nucleares para
Western blot para Stat-1 total y pStat-1. CP = control positivo (testigo sano), CN = control negativo
(paciente con IDP estudiado en la Unidad de Bioquimica del INCMNSZ), SE = sin estimulo. Se
utilizé el programa ImageJ64 para la edicidon de las peliculas de Western blot. Se muestran las
medias con desviacion estandard. El gréafico se realiz6 en el programa GraphPad Prism versién 6.
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Los resultados anteriores, sugirieron una posible mutacion en el IFN-yR y
nos avocamos a investigar esta posibilidad. El IFN-yR tiene dos cadenas, la
cadena IFN-yR1 y la IFN-yR2, en ambas cadenas se han reportado mutaciones
pero las mutaciones en IFN-yR1 se han presentado en un mayor numero de
pacientes comparado con las mutaciones en IFN-yR2°, por lo tanto decidimos
evaluar la expresion del IFN-yR1 y asegurarnos que su expresion fuera normal, de
tal manera que la falta de fosforilacion de Stat-1 no se debiera a una expresion
anormal de IFN-yR1. Se realiz6 una tincién con anticuerpos monoclonales anti-
IFN-yR1 (CD119) conjugado con PE y un anticuerpo anti-CD14 acoplado a FITC y
se evalud por CF la expresion de esas moléculas en células mononucleares del
paciente y testigos sanos. Para la estrategia de analisis, se seleccionaron a las
células CD14+ en una gréfica de CD14 contra granularidad, después se evalué la
fluorescencia para CD119 PE en un histograma de las células CD14+.
Posteriormente, se realiz6 un histograma de tipo Overlay para evaluar la
fluorescencia de las células de los controles, el papa del paciente y el paciente 1.
Encontramos que las células CD14+ del paciente 1 tienen una mayor expresion
del IFN-yR1 en comparacion con las células CD14+ de su padre y de tres testigos
sanos (Figura 7). La mayor expresion del IFN-yR1 en el paciente se confirmé con
la comparacién de la intensidad media de fluorescencia para ese receptor, con
tres testigos sanos y su padre.
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Figura 7. Expresion de CD119 (IFNyR1) en células CD14+ de tres donadores sanos (negro,
naranja y azul), paciente 1 (rojo) y padre del paciente 1 (verde). Las CMN del paciente y testigos se
incubaron con anticuerpos anti-CD14FITC y anti-CD119PE y se analizaron por citometria de flujo.

Los resultados anteriores apoyaron la posibilidad de que el paciente podia
tener una mutacion en el IFN-yR, por lo tanto se realizd la secuenciacion para los
genes de la cadena 1 y la cadena 2 del IFN-yR, aunque antes también se hizo la
secuenciacion para Stat-1, la cual se encontr6 normal para el paciente. La
secuenciacion del IFN-yR se hizo para los genes completos (IFNGR1 e IFNGR2,
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en total se secuenciaron los 14 exones para los genes de las dos cadenas del
IFN-yR). En esa secuenciacion se encontré una mutacion heterocigota en el exén
6 de IFNGR1. La mutacién corresponde a una delecion de una timina en la
posicion 805 (805delT) del IFNGR1 (Figura 8). La mutacién no se encontrd en la
madre, padre o hermana del paciente, por lo que la evidencia indica que se trata
de una mutacién de novo (Figura 8).

Figura 8. La secuenciacion del IFNGR1 mostr6 una mutacién en el exén 6 en el paciente 1. A,
Electroferograma de la secuenciacién del gen de IFNGR1 (F=Forward, R=Reverse) del paciente,
su madre y un control; en el area sombreada de amarillo se indica el sitio de la mutacién
encontrada. B, Esquema del IFNGR1; la mutacién que se encontré en el paciente se localiza en el
exon 6, de IFNGR1, se detecté una delecion de una timina en la posicion 805 (805delT).
A=adenina, C=citosina, G=guanina, K=guanina o timina, M=adenina o citosina, T=timina,
W=adenina o timina, Y=citosina o timina.
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Paciente 2.

El estudio de la paciente 2 se hizo de manera similar al del Paciente 1.
Inicialmente, se determind la produccion de IFN-y y la respuesta a IL-12, y se
encontré que las células de la paciente respondieron a la estimulacién con BCG,
sintetizaron IFN-y y aumento al coestimular con BCG+IL-12 (Figura 9).
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Figura 9. Produccién de IFN-y en respuesta a BCG y BCG+IL-12 por células del Paciente 2. Las
muestras de sangre se diluyeron 1:2 con RPMI 1640 simple, se estimularon con: sin estimulo, 20
ng/mL de IL-12, 10 pg/mL de PHA, 10 pg/mL de PHA + 20 ng/mL de IL-12, BCG 6 BCG + 20
ng/mL de IL-12. Se probd en los sobrenadantes de 48 horas, por ELISA, la concentracién de IFN-y
producido por las células en las muestras de sangre. Simultaneamente, se probaron muestras de
sangre de la paciente, su madre y de donadores sanos (n=5). Se muestran las medias con
desviacién estandard. El gréafico se realizé en el programa GraphPad Prism version 6.

La determinacion de la expresion del IL-12R (cadenas Bl y B2) en blastos T
estimulados con PHA por 3 dias fue normal, mostré una expresién comparable a
las células del padre de la paciente y a otro testigo sano (Figura 10). Para el
analisis de las cadenas 1y B2 del IL-12R, se estimularon las CMN con PHA por 3
dias, se recuperaron y se realiz6 una tincion para citometria de flujo. Se
adquirieron las células en el citometro, analizando primero en un grafico de tipo
dot plot de granularidad contra CD3PerCP y se selecciéoné a la poblacion de
células CD3+, luego se evalud la expresion de ambas cadenas del IL-12R
mediante histogramas separados, y se compararon con los controles de isotipo
(Figura 10). Estos resultados sugirieron que la paciente no tenia problemas con el
IL-12R, por lo que el defecto tenia que buscarse en otra via de activacion y
sefializacion, del eje IL-12/IFNy.
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Figura 10. Expresion de las cadenas B1 y B2 del receptor de IL-12 en células CD3+ estimuladas
con PHA. Las CMN de un testigo sano, del padre y de la paciente 2 se estimularon con PHA por 3
dias, luego se recuperaron las células y se les realiz6 una tincién con antierpos anti-CD3, anti-IL-
12B1 y anti-IL-1232 para citometria de flujo.
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Al estudiar la produccion de IL-12 y la respuesta a IFN-y en sangre total
diluida 1:2 con RMPI 1640, se encontrd primero una produccion baja de IL-12p40
en respuesta a BCG y hubo un aumento relativamente mayor en la coestimulacién
con BCG+IFN-y a dosis bajas, mientras que con dosis altas de IFN-y no se
observé una produccion tan elevada como en los controles (Figura 11A). Sin
embargo, al medir la cantidad de IL-12p70 en los mismos sobrenadantes, se
encontr6 que la produccién de IL-12p70 se incrementd en las células de la
paciente en relacion con las células de donadores sanos (Fig. 11B).
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Figura 11. Respuesta a IFN-y evaluada mediante la produccion de IL-12p40 (A) e IL-12p70 (B).
Sangre total periférica (diluida 1:2 con RPMI simple) de la paciente, la madre y de donadores
(media, n=10), se estimularon con: sin estimulo, BCG, BCG + 50Ul de IFN-y, BCG + 100Ul de IFN-
¥, BCG + 500Ul de IFN-y 6 BCG + 1,000Ul de IFN-y. La concentracion de IL-12p40 e IL-12p70 se
determiné por ELISA en sandwich en sobrenadantes de 48 horas de los cultivos. Se muestran las
medias con desviacién estdndard. El grafico se realizé en el programa GraphPad Prism version 6.
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Al evaluar la respuesta a IFN-y por la produccion de IL-12, encontramos que
la produccion de IL-12p40 es menor, pero al evaluar la produccion de IL-12p70
vimos que es mayor la concentracion de esta citocina en la sangre de la paciente
en comparaciéon con los controles. Esto se puede explicar, debido a que la forma
activa, IL-12p70, se compone de las subunidades p40 y p35, y al haber una mayor
produccion de la subunidad p35 da origen a la forma activa que es IL-12p70, por lo
tanto la subunidad p40 libre es menor en la sangre de la paciente que en los
donadores.

Por otra parte, también se determind TNF-a en los mismos sobrenadantes. Se
detectd un aumento en la produccion de TNF-a en respuesta a IFN-y, (en la
coestimulacion con BCG+IFN-y respecto a s6lo BCG) aunque los niveles de
respuesta de la muestra de la paciente, fueron relativamente menores, respecto a
los controles (Figura 12).

Bl Donadores (n=10)
EEd Paciente 2

2
2
.l

Figura 12. Evaluacion de la funcionalidad del IFN-gR mediante la produccién de TNF-a. Las
muestras de sangre de la paciente, su madre y donadores (media, n=10) se estimularon con BCG,
BCG + 50Ul de IFN-y y BCG + 500Ul de IFN-y por 48 horas y se determiné la produccién de TNF-a
en los sobrenadantes de cultivo. Se muestran las medias con desviacion estdndard. El grafico se
realiz6 en el programa GraphPad Prism versién 6.
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Para esta paciente, los resultados de la respuesta a IFN-y no fueron claros
porque por una parte habia una mayor produccién de IL-12p70 en comparacion
con los sujetos sanos (Figura 11B), mientras que las concentraciones de IL-12p40
y TNF-a fueron mas bajas en las célular de la paciente en comparacién con las
células de los sujetos sanos (Figura 11A y Figura 12). Se han reportado casos de
pacientes con mutaciones de ganancia de funcion en Stat-1 que ocasionan una
mayor produccién de IL-12p707%#2%: con el hallazgo de una produccién elevada de
IL-12p70 (Figura 11A), decidimos realizar una tincion de CF para detectar la
fosforilacion de Stat-1 en CMN de la paciente 2, su familia y un control sano
(Figura 13). Para la estrategia de andlisis, se adquirieron las células con un gréafico
de tipo dot plot de granularidad contra CD14FITC, se seleccionaron las células
CD14+, para luego evaluar la fluorescencia correspondiente de pStat-1 en esas
células CD14+ mediante un histograma y finalmente con un histograma de tipo
Overlay se graficaron las diferentes condiciones para cada sujeto (Figura 13).
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Figura 13. Fosforilacién de Stat-1 en CMN estimuladas con 100Ul IFN-y, 1,000Ul de IFN-y o
50,000UI de IFN-a. Las CMN de un control sano, de la paciente y su familia, se estimularon por 30
minutos con con IFN-y e IFN-a, se fijaron, se tifileron con un anticuerpo anti-CD14 y se procesaron
para detectar pStat-1 intracelularmente por citometria de flujo. M1 = rango de sin estimulo a 100Ul
de IFN-y, M2 = rango de sin estimulo a 1,000Ul de IFN-y, M3 = rango de sin estimulo a 50,000 Ul

de IFN- a.
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Con base en la intensidad media de fluorescencia de los histogramas
obtuvimos los indices de estimulacion (Tabla 2) en donde observamos que las
células de la paciente tienen un indice de estimulacion mayor debido a que sus
células presentan una mayor cantidad de pStat-1.

Control Madre Padre Hermano Paciente 2

IFN-y 100Ul 2.01 1.71 2.4 2.32 3.63
IFN-y 1,000UlI 1.98 1.57 2.94 2.44 3.64
IFN-a 50,000UlI 2.01 1.33 2.6 2.6 3.02

Tabla 2. indices de estimulacién para la fosforilacion de Stat-1 en CMN de la Paciente 2, su madre,
su padre, hermano y un control sano, en respuesta a IFN-y e IFN-a. Los indices se calcularon a
partir de histogramas de citometria de flujo (Figura 12) dividiendo la intensidad media de
fluorescencia para Stat-1PE de células estimuladas con IFN-y o IFN-a entre la intensidad media de
fluorescencia para Stat-1PE de células sin estimular.

Para corroborar lo que encontramos mediante CF, decidimos probar por
Western blot la fosforilacion de Stat-1, en extractos nucleares de LCL-VEB (Figura
14).

Figura 14. Fosforilacién de Stat-1 en extractos nucleares obtenidos a partir de LCL-VEB de la
paciente, su mama y un control sano. Las células se estimularon por 15 minutos con dos
cantidades distintas de IFN-y y se determiné la fosforilacién de Stat-1 por Western blot. SE = sin
estimulo. Se utilizé el programa ImageJ64 para la edicion de las peliculas de Western blot.
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En estos experimentos encontramos que las LCL-VEB del papa de la
paciente y las del testigo sano responden adecuadamente al estimulo con IFN-y
(100 y 1,000Ul), aumentando la fosforilaciébn de Stat-1. En contraste, la LCL-VEB
de la paciente presentd mayor fosforilacidbn en Stat-1, tanto en las células sin
estimular, como en las estimuladas con 100 y 1,000Ul de IFN-y. Estos resultados
indicaron que existe una hiperfosforilacion en Stat-1 en las células de la paciente
gue se puede deber a alguna alteracion en IFN-yR o en el propio Stat-1.

Se sabe que Stat-1 tiene una cinética de fosforilacion y desfosforilacion
durante la activacion celular y que existen las formas de Stat-1 y pStat-1 tanto en
citoplasma como en el nucleo. Para probar la cinética de la fosforilacion de Stat-1
en las células de la paciente, las LCL-VEB de la paciente y de lineas celulares del
control se estimularon con 1,000Ul de IFN-y y se cosecharon a los 15, 30, 60, 90 y
120 minutos para determinar a pStat-1 intracelular por CF (Figura 15). Para el
andlisis de las células LCL-VEB se realizdé un gréafico de tipo dot plot de tamafio
contra granularidad, en donde se selecciond a la poblacién de interés con una
ventana. A partir de esa ventana, se graficé un histograma y se analiz6 la
fluorescencia de interés (pStat-1 PE). Esto se realizo para todos los tubos y
finalmente se graficaron los histogramas sobrelapados para su analisis. En la
figura 15 se observa que las células LCL-VEB del testigo sano aumentaron la
fosforilacion de Stat-1 (aumento de la fluorescencia) a los 15 minutos de
estimulacion con IFN-y y después la fosforilacion de Stat-1 disminuyé
paulatinamente hasta los niveles iniciales a los 120 minutos de incubacién, esto
ocurre por la accién de las fosfatasas en el nucleo que desfosforilan a Stat-1. En
contraste las células de la paciente se fosforilaron a los 15 minutos y esa
fosforilacion (medida por la media geométrica de la intensida de fluorescencia para
Stat-1PE) se mantuvo hasta los 120 minutos, lo que indica que Stat-1 no se
desfosforila como ocurre normalmente en el testigo sano que se mostré aqui.
Estos resultados indicaron que en la paciente muy probablemente habia un
defecto (mutacion) en Stat-1 que se hiperfosforila en respuesta a IFN-y y que ese
estado de hiperfosforilacion se conserva en las células de la paciente.
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Figura 15. Cinética de fosforilacion de Stat-1 en células LCL-VEB de un control sano y de la
paciente en estudio. Las células LCL-VEB de un control y de la paciente se estimularon en cultivo
con 1,000UI de IFN-y por los tiempos sefialados y se detecté pStat-1 intracelularmente mediante
citometria de flujo. Los nimeros rojos de los histogramas corresponden a los valores de la Media
Geomeétrica de Fluorescencia para pStat-1 en los tiempos correspondientes.
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Para probar si Stat-1 era resistente a la desfosforilacién utilizando un
inhibidor de cinasas, se utilizé el inhibidor competitivo estaurosporina (Sta). En
estos experimentos se estimularon las células LCL-VEB con 1,000UI de IFN-y por
30 minutos y enseguida se incubaron con Sta por diferentes tiempos para inhibir la
fosforilacion de Stat-1 por la unién al sitio de anclaje del ATP a las cinasas que
fosforilan a Stat-1 (Jakl y Jak2). La fosforilacién de Stat-1 se probd por WB. Se
observé que en los extractos nucleares de células LCL-VEB de la paciente existe
una hiperfosforilacién de Stat-1, que permanece a pesar del tratamiento con Sta, a
diferencia de las células del control sano, en donde Stat-1 se desfosforila (Figura
16). Esto nos sugiere que pStat-1 permanece en el nacleo porque la fosfatasa no
puede actuar, debido a la mutaciébn en Stat-1, por lo tanto, se impide la
desfosforilacién y la capacidad de Stat-1 para reciclarse hacia el citoplasma, en
estado desfosforilado. De tal manera que existe una constante transcripcion de los
genes inducidos por pStat-1. La resistencia a la inhibicion de la fosforilacion de
Stat-1 en las células de la paciente ocurrié tanto para el citoplasma como para los
extractos nucleares de las células, como se puede ver en la misma figura 15.
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Extracto nuclear

Extracto citoplasmico

Figura 16. Ensayo de inhibicién de la fosforilacion de Stat-1, con estaurosporina. Las células LCL-
VEB de la paciente 2 y de un testigo sano se estimularon por 30 minutos con 1,000Ul de IFN-y,
después se incubaron con 1uM de estaurosporina por 15, 30 6 60 minutos, y se analizd la
presencia de pStat-1 en extractos nucleares o citopladsmicos, por Western blot. SE = sin estimulo.
Se utilizé el programa ImageJ64 para la edicion de las peliculas de Western blot.

Para cuantificar la desfosforilacién de Stat-1, las peliculas de WB de los
extractos nucleares de la figura 16, se analizaron por densitometria en un equipo
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fotodocumentador Kodak A-38, con el que se midi6 la intensidad relativa de las
bandas que se graficaron como se muestra en la figura 17.

Figura 17. Densitometria de las bandas de pStat-1 en extractos nucleares detectadas por Western
blot de la figura 16. pStat-1 = Stat-1 fosforilado, EN = extracto nuclear, SE = sin estimulo, sta =
estaurosporina, URI = unidad relativa de intensidad. Las intensidades relativas se obtuvieron en un
fotodocumentador Kodak A-38. El gréfico se realizé en el programa GraphPad Prism version 6.

Los resultados anteriores muestran que en la paciente el sistema del
receptor para IFN-y y el factor de transcripcion, Stat-1, funcionan de manera
distinta que en el control sano, ademas de que Stat-1 se encuentra en un estado
hiperfosforilado y es resistente a la desfosforilacion. Para encontrar la causa de
este comportamiento anémalo, se secuenciaron los genes IFNGR1, IFNGR2 y
STATL1. Los genes para el IFN-yR de la paciente resultaron normales. En la
secuenciacion del DNA de la paciente se encontré una mutacién heterocigota en
el exén 14 de STAT1, solamente en la paciente, pero no en la madre, en el padre,
el hermano ni en el testigo sano; la mutacion encontrada produce una sustitucion
de una treonina por una metionina en la posicion 385 (T385M), del dominio de
unién al DNA en Stat-1 (Figura 18) y se trata de una mutacién de novo.
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Figura 18. La secuenciacion del STAT-1 mostr6 una mutacion en el exdén 14 en la paciente 2. A,
Electroferograma de la secuenciacion del gen de STAT1 de la paciente, su familia y un control
sano; en los rectdngulos rojos se indica el sitio de la mutacién encontrada y a la derecha se indica
el fenotipo de la proteina Stat-1 para cada individuo. B, Esquema del gen STAT1; la mutacion que
se encontré en la paciente se localiza en el exén 14, dentro del dominio de union al DNA de la
proteina, es una sustituciéon de una treonina por una metionina en la posiciéon 385. WT = genotipo
silvestre. A=adenina, C=citosina, G=guanina, T=timina, Y=citosina o timina.
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7. DISCUSION.

En este trabajo se estudiaron a dos pacientes con infecciones persistentes
y recurrentes por Mycobacterium spp y por Candida albicans, con el fin de
determinar la etiologia que explique su condicion de inmunodeficiencia, asi como
apoyar el diagnéstico. Estos dos pacientes presentaban una respuesta diferente in
vitro ante la estimulacion con IFN-y y se encontraron diferentes mutaciones, en un
paciente en IFNGR1 y en la otra paciente en STATL.

Las mutaciones en IFNGR1 producen inmunodeficiencia y se pueden
heredar con formas dominantes o recesivas. Las formas recesivas en IFNGR1
producen la pérdida en la respuesta celular a IFN-y, debido a las mutaciones que
evitan la expresion del IFN-yR1 en la membrana celular y/o el reconocimiento con
su ligando (IFN-y). Las formas dominantes de las mutaciones en el IFNGR1, se
deben a truncamientos en el dominio citoplasmico de la proteina que da como
resultado la acumulacion de proteinas IFN-yR1 no funcionales que impiden el
funcionamiento de moléculas IFN-yR1 normales, codificadas por alelos silvestres,
lo que lleva a una respuesta celular disminuida a IFN-y, a pesar de tener una
mayor expresién en la membrana celular de IFN-yR1'%2,

Por otra parte, se ha detectado mediante ensayos de retardo en la
movilidad electroforética (EMSA, por sus siglas en Inglés) que las células de los
pacientes con mutaciones dominantes en IFN-yR1 pueden formar el complejo Stat-
1 + Secuencia activada por Gamma, aungque la expresion del complejo no es de la
misma magnitud que en controles sanos, sin embargo, los pacientes con
mutaciones recesivas en IFN-yR1 no pueden formar este complejo®.

Ambas formas autosdmicas de las mutaciones en IFNGR1 (las recesivas y
las dominantes), se caracterizan porque los pacientes presentan infecciones por
micobacterias ambientales e infeccibn por BCG cuando son vacunados. Sin
embargo, los pacientes que tienen mutaciones recesivas en IFNGR1 presentan
infecciones por micobacterias ambientales como: M. scrofulaceum, M. peregrinum,
M. fortuitum, M. smegmatis, M. chelonae, M. kansaii y M. avium, mientras que los
pacientes con mutaciones dominantes en IFN-yR1 presentan infecciones
principalmente por M. avium. En el caso de los pacientes con mutaciones
recesivas en IFN-yR1 (con respuesta nula a IFN-y), las infecciones por
micobacterias suelen presentarse a temprana edad y de forma muy agresiva, lo
gue hace que tengan una sobrevivencia baja en comparacién a los paciente con
mutaciones dominantes en IFN-yR1. Los pacientes con mutaciones dominantes en
IFN-yR1 tienen una funcidon parcial o residual del receptor para IFN-y,
probablemente esto puede ayudar a los pacientes a que tengan una mayor
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sobrevivencia que los pacientes con mutaciones recesivas®’ 0889152,

En el paciente 1, encontramos una mutacion en el exon 6 del IFNGR1,
(805delT) que probablemente es responsable de la susceptibilidad a las
infecciones que ha presentado por BCG y M. bovis (no BCG); dicha mutacién
causa un cambio en el marco de lectura, lo cual produce un codén de paro
prematuro™. La mutacién sélo se presenté en el paciente y estuvo ausente en el
padre, la madre y la hermana, por lo que se trata de una mutacién en IFNGR1 de
novo, cuya condicién heterocigota y la presentacion clinica, son consistentes con
otros casos similares de mutaciones autosdmicas dominantes reportadas en la
literatura®*°>!>3, Las caracteristicas clinicas del paciente estudiado aqui en
relacion a la mutacién que presenta, coinciden con lo reportado en la literatura en
gue los pacientes con mutaciones autosémicas recesivas en el gen IFNGR1
padecen de infecciones por BCG y por micobacterias ambientales de baja
virulencia®®; el paciente tuvo infeccién recurrente por BCG, y en otro momento de
su historia clinica tuvo infeccion por M. bovis (no BCG) que le causé una fuerte
infeccion diseminada en pulmones y en huesos. La infeccion que el paciente tuvo
por Candida parapsilosis, probablemente fue adquirida intrahospitalariamente y en
relacion a infecciones por hongos en estos pacientes solamente se ha encontrado
infeccién por H. capsulatum en pacientes con mutacién en IFNGR1'%,
Recientemente, se publicé el caso clinico de un paciente con la mutacion 805delT
en IFNGR1 con infeccibn pulmonar y osteomielitis por M. intracellulare
(micobacteria ambiental de baja virulencia), con buena respuesta a los
antimicrobianos; en ese paciente la expresion del receptor para IFN-y se encontrd
aumentada en monocitos™3. En el paciente estudiado aqui con esa misma
mutacion también observamos una expresion aumentada del receptor IFN-yR1
(CD119, figura 7); como ya se menciond, la mutacion 805delT produce un codoén
de paro prematuro cercano al dominio intracelular y se expresa un receptor
truncado que carece de los dominios intracelulares y como parte de un posible
mecanismo de compensacion de la respuesta inducida por IFN-y, el receptor se
expresa en mayor cantidad en las células del paciente que en las células de los
sujetos sanos, por lo tanto, las células del paciente no tendran una exitosa
sefializacion en la via Jak-Stat. Por otra parte no sabemos si la infeccion por VPH
en los brazos y térax del paciente se deban a una susceptibilidad a la infeccién
viral por la mutacion encontrada en IFNGR1. En el paciente estudiado en este
trabajo, la mutacién en IFNGR1, impide la respuesta a IFN-y, que conduce a una
sefalizacion sin éxito para la activacion de Stat-1 (Figura 6) y por lo tanto, una
deficiente produccion de IL-12p40 (Figura 3).

En el caso de la paciente 2, la mutacidon que encontramos fue en Stat-1
(T385M, sélo en un alelo, es decir, heterocigota), una mutacion de ganancia de
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funcién; esta mutacién se ha descrito en dos trabajos, uno publicado en el afio
2012"° y el segundo en el 2014 el mismo afio en el que se determind la
mutacién en la paciente. Esta mutacion que se detecté en el dominio de union al
DNA en Stat-1, se ha relacionado con infecciones persistentes por C. albicans,
principalmente en mucosa oral. Otras caracteristicas clinicas observadas en
pacientes con esa mutacion son retraso en el crecimiento durante la nifiez y la
pubertad, y anomalias en desarrollo dental por falta de esmalte**®. Takezaki, et al,
describieron que la treonina 385 de Stat-1 es un sitio evolutivamente conservado
entre diferentes especies™. Se ha sugerido que la mutacion confiere incapacidad
a Stat-1 para desfosforilarse™®, pero también se piensa que la mutacién anula la
disociacion con el DNA3, en ambos casos se dificulta la exportacién de Stat-1
desde el nacleo hacia el citoplasma. Nuestros resultados en los experimentos con
las células de la paciente mostraron la fosforilacion persistente de Stat-1 (Figura
13) y su acumulacion en el nucleo (Figura 14). Ademas, que la mutacion T385M
se ha presentado de novo, ya que su familia de primera linea no la presenta
(madre, padre y hermano); similarmente a la paciente estudiada en esta tesis, en
otro trabajo se encontraron dos casos con la misma mutacion de novo con
diagnéstico de CMC*®.

Como se menciond anteriormente, la mutacion T385M en Stat-1 se
considera una mutacion de GF por la fosforilacion persistente en Stat-1 que induce
una mayor producciéon de IL-12p70, como lo detectamos en nuestros experimentos
(Figura 11B); otros grupos de investigadores también han reportado que este tipo
de mutaciones provocan un aumento en la transcripcion de los genes de CXCL9 y
CXCL10, lo cual también se ha descrito para otras mutaciones de ganancia de
funcién en Stat-1'114010131 por otro lado, se han realizado experimentos para
estudiar la produccién de IL-17 e IL-22, -estas citocinas participan en la inmunidad
contra hongos- en pacientes con mutaciones de ganancia de funcion en Stat-1.
Los experimentos han demostrado que existe una baja produccion de IL-17 e IL-
22 en los pacientes con esas mutaciones, ademas las células productoras de IL-
17 e IL-22 se encuentran en menor proporcién que en indivudios sanos®*****. En
el caso de la paciente estudiada aqui, no medimos la produccion de IL-17 e IL-22,
ni las células productoras de IL-17, pero si se considera que el mecanismo de la
mutacion es similar al de otras mutaciones en Stat-1 de ganancia de funcién
estudiadas y reportadas en la literatura cientifica, es muy probable que la paciente
estudiada en este trabajo tenga una deficiente produccién de IL-17, esto explicaria
la susceptibilidad a las infecciones persistentes por C. albicans observadas en la
paciente.

Un punto importante de resaltar en el caso de la paciente estudiada a nivel
molecular en este trabajo es que presentd una infeccion por M. tuberculosis, que
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le ocasiond un absceso supraclavicular y una osteomielitis. La informacion de esta
infeccion es importante y particular, ya que hasta la fecha no se han reportado
infecciones por micobacterias en pacientes con mutaciones de ganancia de
funcion en Stat-1. Finalmente, en distintos pacientes con mutaciones de ganancia
de funcién en Stat-1 se han observado deficiencias en el desarrollo y crecimiento
por hipotiroidismo o fallas en la funcion hepética, o desarrollo del esmalte de los
dientes**®**°. No se sabe de qué forma Stat-1 esta involucrado en esas funciones,
pero se trata de un factor de transcripcion que participa, ademas de la respuesta
inmune, en mecanismos de proliferacién, diferenciacién y apoptosis™>*.

La paciente estudiada aqui tiene 7 afios de edad y es de talla pequenia,
aunque los médicos que han seguido su desarrollo no consideran que tiene
problemas o retraso en su crecimiento ni tiene hasta el momento, diagndstico de
hipotiroidismo; la otra caracteristica clinica en esta paciente es la hepatitis crénica
con altos niveles de alanino-aminotransferasa y aspartato.aminotransferasa, pero
con pruebas seroldgicas negativas para distintas infecciones virales. No sabemos
si estas anomalias hepaticas puedan estar relacionadas con la mutacién
encontrada en Stat-1.

La otra incognita es si esta mutacién se presenta en otros pacientes de la
comunidad Oaxaquefa de la que es originaria la paciente, si fuera el caso, se
deben estudiar las caracteristicas clinicas y fenotipicas que presentan esos
pacientes.

En conclusion, hemos identificado la falla genética que causa la
inmunodeficiencia en dos pacientes; uno de ellos con mutacion en IFNGR1 y la
otra paciente en STAT1. Estas mutaciones hacen a los pacientes susceptibles a
infecciones persistentes y recurrentes de micobacterias y candidiasis.
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8. CONCLUSIONES.

1. Se han identificado las causas genéticas que alteran la respuesta inmune
en dos pacientes con infecciones recurrentes por Mycobacterium spp y por
C. albicans.

2. La mutacion heterocigota 805delT en IFNGR1 encontrada en el paciente 1
produce un dafio en la sefalizacion (con deficiente fosforilacion de Stat-1) a
pesar de tener una alta expresion del IFN-yR1 en la superficie de las
células. Este paciente con mutacién tiene buen pronéstico de vida, a pesar
de las infecciones por M. bovis o M. tuberculosis, siempre y cuando reciba
la atenciébn médica oportuna.

3. Se encontré una mutacion heterocigota de ganancia de funcion en el
dominio de union al DNA en Stat-1 en una paciente con infeccidén
diseminada por micobacteria y CMC persistente. La mutacién T385M en
Stat-1 es de ganacia de funcién, la cual causa una fosforilacion sostenida
de Stat-1 y una mayor produccion de IL-12p70 en respuesta a IFN-y en
sangre periférica. La mutacion presentada en la paciente es de novo. La
mutacion T385M en Stat-1 ocasiona que no se pierda la fosforilacion en
Y701 y altera la respuesta de IFN-y dando susceptibilidad a infecciones
ocasionadas por C. albicans y micobacterias.

4. Los pacientes con infecciones recurrentes 0 persistentes por
Mycobacterium spp o por hongos, con respuesta in vitro anomala al IFN-y
pueden tener mutaciones en el propio receptor para IFN-y o en su
sefializacion (Stat-1), como quedd demostrado con el estudio de estos
pacientes.
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9. PERSPECTIVAS.

1. Hacer el seguimiento clinico de los dos pacientes para observar si se
presentan otro tipo de infecciones a las observadas hasta hoy.

2. Probar en la paciente con mutacion en Stat-1 el inhibidor de Jak,
Ruxolitinib, que inhibe la fosforilacion de Stat-1 y evaluar si cambia la
produccion de IL-12p70 o de IL-17 en células de la paciente, con la visién
del posible uso terapéutico de ese inhibidor que se usa en pacientes con

alopecia areata™.
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11. ANEXOS
11. 1. Materiales.
MATERIAL BIOLOGICO.

BCG, cepa Danesa.

CMN.

LCL-VEB.

Linea celular productora del Virus de Epstein Barr, B95-8.
Sangre periférica de pacientes, familiares y donadores sanos.

aprwbdE

MATERIAL DE LABORATORIO.

Aguja para puncioén venosa, BD Vacutainer
Botellas de cultivo celular de 25cm?, True Line
Botellas de cultivo celular de 75cm?, Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Cémara de Neubauer, Marienfeld

Cémara de SDS-PAGE, Bio Rad

Cémara de transferencia, Bio Rad

Filtros de 0.2um, Corning

Guantes de nitrilo, Santa Cruz

Membrana PVDF, Millipore

10 Micropipeta multicanal 30-200uL, Gilson
11.Micropipeta 0.5-10uL, Rainin

12.Micropipeta 2-20uL, Rainin

13. Micropipeta 20-200uL, Rainin

14.Micropipeta 100-1000uL, Rainin

15. Papel filtro

16. Pelicula radiogréafica, Kodak

17.Pipetas Pasteur,

18. Pipeteador, Labnet

19. Pieta serologica 2mL, Costar

20. Pipeta serologica 5mL, Costar

21.Pipeta serologica 10mL, Costar

22.Pipeta serologica 25mL, Costar

23.Placas de cultivo celular de 24 pozos, Costar
24.Placas de cultivo celular de 48 pozos, Costar
25.Placas de 96 pozos para ELISA MaxiSorp Nunc, Thermo
26.Puntas para micropipeta de 10uL, Axygen
27.Puntas para micropipeta de 200uL, Axygen
28.Puntas para micropipeta de 1000mL, Axygen
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29.Tapones para tubos de citometria, Falcon
30.Tubos con heparina de sodio, BD Vacutainer
31.Tubos conicos estériles de 50mL, Axygen
32.Tubos conicos estériles de 15mL, Axygen
33.Tubos de citometria, Falcon

34.Tubos conico de 600uL , Axygen

35.Tubos coénico de 1.5mL, Axygen

36.Tubos de fondo redondo de 2mL, Axygen
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11. 2. Reactivos.

HCI, Merk

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA), Millipore

Acido etilenglicoltetraacético (EGTA), Sigma

Acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N’-etanosulfénico (HEPES), J. T. Baker
Acido sulfarico (H.SO,4), ADLER

Acrilamida 40%, Bio Rad

Agua inyectable, PISA

Agua ultrapura, Gibco

. Albumina, MP

10. Antibiéticos (penicilina y estreptomicina)

11. Anticuerpo anti-cadena B1 del receptor de IL-12 PE, BD Pharmigen
12. Anticuerpo anti-cadena 32 del receptor de IL-12 PE, BD Pharmigen
13. Anticuerpo anti-CD14, BD Biosciences.

14. Anticuerpo anti-CD119, BD Biosciences.

15. Anticuerpo anti-tubulina, Santa Cruz

16. Anticuerpo anti-lamina B, Santa Cruz

17.Anticuerpo anti-STAT1 para Western blot, Santa Cruz

18. Anticuerpo anti-pSTAT1 PE (Y701) para Citometria de flujo, BD Biosciences
19. Anticuerpo anti-pSTAT1 (Y701) para Western blot, Cell Signaling
20. Anticuerpo anti-IgG de cabra, Thermo Scientific

21. Anticuerpo anti-lgG de raton

22. Anticuerpo anti-IgG de conejo, Thermo Scientific

23. Anticuerpo anti-TNF alfa humano, BD Pharmigen

24. Anticuerpo anti-TNF alfa humano con biotina, BD Pharmigen
25.Azida de sodio (NaN3)

26.Azul de bromofenol, Sigma

27.Azul de tripano, Sigma

28.BD Phosflow Perm Buffer 111 558050, BD Biosciences.
29.3-mercaptoetanol, Sigma

30.Ciclosporina A, GELPHARMA

31.Cloruro de potasio (KCI), J. T. Baker

32.Cloruro de sodio (NaCl), J. T. Baker

33.Dietanolamina, Sigma

34.Dodecilsulfato sédico (SDS), Sigma

35. Estaurosporina, Merck calmiochem

36.FACS lysing solution 10X, BD Biosciences

37.Fitohemaglutinina, Sigma

38.Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), Sigma

39.Fluoruro de sodio (NaF), Sigma
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40. Fosfatasa alcalina conjugada con estreptavidina, Millipore
41.Fosfato de potasio monobasico (KH,PO,), J. T. Baker
42.Fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,), J. T. Baker
43.Glicerol, Amresco

44.Glicina, Amresco

45, Glutamina, J. T. Baker

46.Hidréxido de sodio (NaOH), J. T. Baker

47.1FN-y, Thermo

48.1FN-a, R&D

49.1L-12 recombinante humana, Sigma

50.Kit de ELISA en sandwich para IL-12p40, R&D.
51.Kit de ELISA en sandwich para IL-12p70, R&D.
52.Kit de ELISA en sandwich para IFN-y, R&D.
53.Lymphoprep, Lonza

54.Marcador de peso molecular, NIPPON Genetics
55.Metanol, J. T. Baker
56.N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED), Sigma
57.Nonidet P-40 (NP-40), Sigma

58. Ortovanadato de sodio (NasVO,), Sigma

59. Paraformaldehido, Sigma

60. Para-nitrofenil fosfato, Sigma

61.Persulfato de amonio, Sigma

62.Protein assay (Reactivo de Bradford), Bio Rad. cat# 500-0006

63.RPMI 1640, Caisson

64. Solucion fijadora, Kodak GBX

65. Solucion reveladora, Kodak GBX

66. Solucion salina fisiologica

67.Suero Fetal Bovino, Gibco

68. SuperBlock, Thermo Scientific

69. Super Signal luminol, Thermo Scientific
70. TNF-alfa, Thermo

71.Tris, Amresco

72.Tween 20, Sigma
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11. 3. Preparacion de soluciones.

Soluciones para citometria de flujo.

 PBA
0 Suero fetal bovino 10mL
0 NaNs 1g
o PBS cbp 1000mL

Filtrar con poro de 0.2um.

e Paraformaldehido 4X
o Paraformaldehido 49
o PBS cbp 100mL

Filtrar con poro de 0.2um.

* Solucion de lisis de eritrocitos
0 FACS Lysing solution 10X 10mL
o H;O milliQ cbp 100mL

Diluir el FACS Lysing solution 1:10.
Soluciones para ELISA.

 PBS1X,pH7.2-7.4

o NaCl 0.136M 89
o KCI0.002M 0.29

o NayHPO, 0.015M 2.15¢g

0 KH2PO,40.0015M 0.2g

o H;O milliQ cbp 1000mL

Ajustar el pH con HCI antes de aforar.

e PBS con Tween 20 al 0.05%
o Tween 20 0.05mL
o PBS 100mL

Mezclar con inversion.

e PBS con albimina al 1%

o Albumina 19
o PBS 100mL

* PBS con albumina al 1% y Tween 20 al 0.05%
o Albumina 19
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o PBS con Tween al 0.05% 100mL

e H,SO4 2N
0 H,SO,4 28.19mL
o0 H,O bidestilada cbp 500mL

Adicionar el H,0 bidestilada, luego el acido con precaucion en las
paredes del vaso.

e NaOH 5M
o NaOH 10g
o H,O bidestilada 50mL

Soluciones para la extraccion de proteinas.

* Amortiguador de lisis de membrana
Conc. de stock Conc. trabajo

o HEPES 1M, pH 7.9 10mM 0.5mL

o KCI 1M 10mM 0.5mL

o EDTA 100mM 0.1mM 0.05mL
o EGTA 100mM 0.1mM 0.05mL
o NP-40 0.05% 0.025mL
o H;O milliQ cbp 50mL

* Amortiguador de lisis nuclear

Conc. de stock Conc. trabajo

o HEPES IM, pH 7.9 20mM 0.2mL
o NacCl 1M 0.4M 4amL

o EDTA 100mM 1mM 0.1mL
o EGTA 100mM 1mM 0.1mL
o Glicerol 25% 2.5mL
o H;O milliQ cbp 10mL

e |nhibidores

Conc. de stock Conc. trabajo

o NaF 746mM 25mM
o PMSF 100mM 1mM
0 NazVOy, 100mM 5mM
o0 Complete 25X 1X

El volumen depende del amortiguador en el que se usaran los
inhibidores. El complete Unicamente se usa para el amortiguador de lisis
nuclear.
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Soluciones para Western blot.

» Amortiguador de carga 5X (Laemmli)

o Tris-Hcl 1M, pH 6.8 3.12mL
o SDS 1.0g
o Glicerol 5.0mL
0 [B-mercaptoetanol 0.5mL
0 Azul de bromofenol 0.005¢g
o H;O mlliQ cbp 10mL

Disolver el SDS en H,0 y posteriormente adicionar los reactivos
restantes.

* Amortiguador de corrimiento 10X, pH 8.3

o Glicina 1449

o Tris 30.55¢g
o SDS 10g

o0 H,O bidestilada cbp 1000mL

Ajustar el pH con HCI antes de aforar. Para obtener una solucion de
trabajo 1X, diluir 1:10.

* Amortiguador de transferencia

o0 Tris 25mM 3.03g

o Glicina 190mM 14.5g

o SDS 0.05% 0.5¢9

0 Metanol 10% 100mL

o H;O milliQ cbp 1000mL
* Gel concentrador 10%

o Tris, pH 6.8, 0.5M 3.75mL

o H;O milliQ 9.5mL

0 Acrilamida 40% 1.5mL

o0 SDS 10% 150puL

o PSA 60uL

o TEMED 15uL

Adicionar el TEMED al final.

» Gel separador 7%

o Tris, pH 8.8, 1.5M 5mL

o H;O milliQ 11.2mL
0 Acrilamida 40% 3.5mL
o0 SDS 10% 200uL



o PSA 75uL
o TEMED 20uL

Adicionar el TEMED al final.

SDS al 10%

o SDS 10g

o H;O milliQ cbp 1000mL
Amortiguador Tris-salino, pH 7.5 (TBS)

o NaCl 150mM 8.769

o Tris 20mM 2.429

o0 H,O bidestilada cbp 1000mL
Ajustar el pH con HCI antes de aforar

TBS-Tween 20 al 0.1%
o Tween 20 0.5mL
o TBS 500mL

Preparar en el momento.

Tris 0.5M, pH 6.8
o Tris 60.579g
o H;O milliQ cbp 1000mL

Ajustar el pH con HCI

Tris 1.5M, pH 8.8
o Tris 181.71g
o H;O milliQ cbp 1000mL

Ajustar el pH con HCI.
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11. 4. Oligonucledtidos para la secuenciacion de IFNGR1, IFNGR2 Y

STATL.
Gen Exon Secuencia

IFNGR1 | ExonlF | GGTGACGGAAGTGACGTAAGG
ExonlR | GACGAGTTCAAACCACGGAG
Exon2F | TATCTGGGCAATGTGGCA
Exon2R | AGGCTGATGAAAGAACAC
Exon3F | CTACCGCTTTGTGCTGTG
Exon3R | TGGGATGCTCAACCTGTA
Exon4dF GAACAACCAGAACAAAAAC
Exon4R | CACTACAGAAAGGAACAAC
Exon5F GCATTTTCACTGTTTTCTTTT
Exon5R | TTTTAGTTACTGCTCCCTC
Exon6F | TCAAGAATGGCACTAAGAC
Exon6R | TAGACTGACTGATTGATGG
Exon7F CCATTACTTCAGACCTTTG
Exon7R | CACTAAGTCACTCCATTTG

IFNGR2 | ExonlF | GGCGGTTTGGGCGGCGAC
ExonlR | CCCAGCTCCTGTCTGGAA
Exon2F | ATTTCCCTCTCTCTCCTC
Exon2R | GCACAGAGGCAGGGACTA
Exon3F CTGGGGAAACTATTACACAT
Exon3R | CAAGTGAAGAAAACCTGGAA
Exon4dF GTGTATGTGTGTGGTTTTC
Exon4dR | GCAAAGAAAAGAAAATCCAAA
Exon5F CTTGTTCTTCTTTGGTTGTC
Exon5R | GATTTCACTATTGGAGGAG
Exon6F | AGGACAGGAATGCTCTTTA
Exon6R | GCAACAGAGCAAGACCCT
Exon7F | ATACTGAACTGGTAAACTAAT
Exon7R | GCAGAAAATAGGCTACAATAA

STAT1 Exon3F | TTAAGAGTACAACCTGATGC
Exon3R | ATTCCAGTGGCCATTGATGG
Exon4dF GTTTTACATAGACATTTAGTTC
ExondR | GCTGAATGAAGAAAACTGCC
Exon5F | AATAGATGAGAGATGAGGTTT
Exon5R | TCTGATTCTCCCACTTCTTG
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Exon6F

GTGGGGACTTGACTTTGG

Exon6R

AACCTTTTTTCCCCTACAGA

Exon7F

TTGTTTTCGTGTTTCTCTGG

Exon7R

CGGCAAATAGAAAGGAGTAA

Exon8F

CTTGGCTTTTGTTGGTTTTG

Exon9R

CATTCTCAACTGGGGCTCTA

Exonl0F

GGCTGCTTCTGGACTGTT

Exonl0R

ACGGTAAAATGTTCCTCTGT

ExonllF

GGTTTTGGGATTTCTTTACT

ExonllR

TTCCTCAAAAGCACCCTA

Exonl2F

CTGGAGGGGGAGTAGTTT

Exonl2R

GGAATCTGTGCTTGAGTAAC

Exonl3F

CACTTACACTCTTATGCTCT

Exonl4R

CTAAGAAACCAGAGACAACA

Exonl5F

AGCAACTTTGACCATTACC

Exonl5R

AACTGACCTGTCCTTGCTA

Exonl6F

GCACACTGAGATACTAAGAA

Exonl6R

AACACTGAGAAATAAAAATACAT

Exonl7F

AGTTATCTGAAGGTGACATTT

Exonl7R

CAGTGAGAGCGTGGGGT

Exonl18F

GTGTCTCTGTAGTAACCCT

Exonl8R

GCAGAGGGGAAAAGAGCA

Exonl19F

AGCCATCCGTCCAACCAA

Exonl9R

CAACCAAGAGCAAAAAGGA

Exon20F

GGGACAGTTCCATCCTTGGC

Exon20R

CGCACTCCTGTGAGATTCAC

Exon21F

TCTCACATTCCAGCCATTTT

Exon21R

GCAATTTCATGTCCCAAACG

Exon22F

ATTTTGGGATGTTCTATGGG

Exon22R

AGACTGTGCCACGCTGTT

Exon23F

TTGATGTTGTATTCTGATGGA

Exon23R

GGCTGGCTTGAGGTTTGT

Exon24F

CAAAAGATAAAGTGTGTAAGTA

Exon24R

AGCACACACACTTATTGAGA
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