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RESUMEN

Las inmunodeficiencias primarias son trastornos del sistema inmunolégico que se encuentran
estrechamente relacionados con su desarrollo normal y adecuado funcionamiento. Tienen su origen
en alteraciones genéticas de los componentes de la respuesta inmune innata o adaptativa. Sus
manifestaciones clinicas suelen presentarse a edades tempranas y son, en muchos casos, muy
agresivas. Terapias de restitucion de células progenitoras hematopoyéticas o trasplantes de médula
Osea, entre otras alternativas, representan al dia de hoy, la mejor esperanza de vida de pacientes
alrededor del mundo. Debido a su diversa naturaleza, se han clasificado en 8 grupos, mencionados
mas adelante pero que, abarcan a las 3 inmunodeficiencias que se analizaron en este trabajo.

La Inmunodeficiencia Combinada Severa (SCID) se caracteriza por ausencia o baja cantidad de
linfocitos T funcionales, derivando en una falla general de la respuesta inmune adaptativa. La causa
del fenotipo T-B+NK- (linfocitos), se asocia a mutaciones en el gen IL2RG, codificante para la cadena
y comun (yc) del receptor de citocinas como IL-2, IL-7 e IL-15, entre otras. Su sefializacion forma
parte fundamental para la maduracion y proliferacion de los linfocitos T, principalmente. El Sindrome
Hiper-IgM ligado al X (SHIGM) se caracteriza por niveles séricos normales o elevados de IgM vy
niveles bajos de IgA o IgG. Causada por fallas en la sefializacion CD40-CD40L debida a mutaciones
en el gen CD40L, tiene repercusiones en la maduracion e instruccion de linfocitos B para efectuar
cambios de isotipo en las inmunoglobulinas y montar memoria contra antigenos especificos. El Déficit
de Adhesion Leucocitaria (LAD) especificamente, LAD tipo 1, se caracteriza por afecciones en el
paso denominado “de adhesion firme”, de la cascada de adhesion leucocitaria, que permite la
respuesta y el desplazamiento de monocitos y neutréfilos a los sitios de infeccion cuando se requiere.
El LAD-1 se asocia comunmente con mutaciones en el gen ITGB2, codificante para la cadena comun
betta 2 de la integrina, participante en la adhesion firme ya mencionada.

Se realiz6 un estudio fenotipico a pacientes con diagnéstico de tres inmunodeficiencias (n= 9 SCID;
n= 9 SHIGM; n= 6 LAD-1). Se realiz6 el andlisis molecular a pacientes con SCID e SHIGM. Es de
destacar la observacion de diferencias significativas en las poblaciones celulares que, de acuerdo con
la literatura, son las principalmente afectadas como rasgo de las inmunodeficiencias. El propésito del
presente trabajo es el de corroborar la localizacion y efecto de las mutaciones puntuales dentro de los
genes de interés para cada IDP, que fueron sugeridas por estudios previos de secuenciacién masiva;
esto mediante el uso de la secuenciacion Sanger, técnica reconocida como estandar para la
validacion de técnicas como la ya mencionada. Es importante llegar al diagnostico definitivo en los
pacientes con IDP’s, para el tratamiento sea oportuno y no ponga en peligro la vida del paciente.

Nuestros resultados fueron la corroboracién de dos mutaciones para pacientes con SCID;

dos mutaciones en pacientes con SHIGM y el analisis fenotipico en pacientes con LAD-1.
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ABSTRACT

Primary immunodeficiencies are disorders of the immune system that are closely related to their
normal development and adequate function. They have their origin in genetic alterations of the
components of the innate or adaptive immune response. Their clinical manifestations usually present
at an early age and are, in many cases, very aggressive. Therapies of restitution of hematopoietic
progenitor cells or bone marrow transplants, among other alternatives, represent, today, the best life
expectancy for patients around the world. Due to their diverse nature, they have been classified into 8
groups, mentioned below but that, encompass the 3 immunodeficiencies that were analyzed in this
work.

Severe Combined Immunodeficiency (SCID) is characterized by absence or low number of functional
T lymphocytes, resulting in a general failure of the adaptive immune response. The cause of the T-B +
NK- (lymphocyte) phenotype is associated with mutations in the IL2RG gene, coding for the common y
chain (yc) of the cytokine receptor such as IL-2, IL-7 and IL-15, among others Its signaling is a
fundamental part for the maturation and proliferation of T lymphocytes, mainly. X-linked IgM-Hyper
Syndrome (SHIGM) is characterized by normal or elevated serum levels of IgM and low levels of IgA
or 1gG. Caused by faults in the CD40-CD40L signaling due to mutations in the CD40L gene, it has
repercussions in the maturation and instruction of B lymphocytes to effect isotype changes in
immunoglobulins and mount memory against specific antigens. The Leukocyte Adhesion Deficit (LAD)
specifically, LAD type 1, is characterized by conditions in the step called "firm adhesion", the leukocyte
adhesion cascade, which allows the response and displacement of monocytes and neutrophils to the
sites of infection when required. LAD-1 is commonly associated with mutations in the ITGB2 gene,
coding for the integrin betta 2 common chain, participant in the aforementioned firm adhesion.

A phenotypic study was performed in patients with a diagnosis of three immunodeficiencies (n = 9
SCID, n = 9 SHIGM, n = 6 LAD-1). The molecular analysis was performed on patients with SCID and
SHIGM. Of note is the observation of significant differences in cell populations that, according to the
literature, are mainly affected as a feature of immunodeficiencies. The purpose of this work is to
corroborate the location and effect of point mutations within the genes of interest for each IDP, which
were suggested by previous studies of massive sequencing; This is done through the use of Sanger
sequencing, a technique recognized as a standard for the validation of techniques such as that
already mentioned. It is important to arrive at the definitive diagnosis in patients with PID, for the
treatment to be timely and not endanger the life of the patient.

Our results were the corroboration of two mutations for patients with SCID; two mutations in patients

with SHIGM and phenotypic analysis in patients with LAD-1.
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1. INTRODUCCION

Inmunodeficiencias y su clasificacion

El propdsito principal del Sistema Inmunoldgico (SI) consiste en llevar a cabo el

reconocimiento de agentes antigénicos (propios o extrafios) y actuar de acuerdo con la

naturaleza y procedencia de cada uno de ellos. El reconocimiento especifico de antigenos
inmunogénicos constituye un mecanismo fundamental para conservar la integridad biologica
de los individuos. De presentarse alteraciones en la respuesta del Sl, éstas se manifestaran
en forma de infecciones agravadas por organismos oportunistas, alergias, procesos

autoinflamatorios y/o neoplasias (1) (2).

El término “Inmunodeficiencia” esta definido como el amplio grupo de patologias que

incapacitan al Sl, ya sea a nivel celular o humoral, para montar una respuesta adecuada en

contra de agentes antigénicos y/o inmunogénicos a los que un organismo se vea expuesto.

Las enfermedades por inmunodeficiencia son entonces, consecuencia o manifestacion de los

cambios sufridos en las rutas naturales de la respuesta inmune innata o adaptativa. De

acuerdo con la naturaleza del defecto en el SlI, las inmunodeficiencias se clasifican en dos

tipos (3, 4):

1. Inmunodeficiencias primarias 0 congénitas: Causadas por mutaciones presentes
dentro de uno o mas de los genes codificantes a componentes del Sl. Originan
alteraciones en las proteinas codificadas por el material genético. Pueden ser
identificadas dentro de la infancia temprana (3) .

2. Inmunodeficiencias secundarias o adquiridas: Se presentan en mayor frecuencia y
debido a causas de diversa naturaleza, tales como terapias inmunosupresoras,
procesos inflamatorios, desnutricién, extirpacion de érganos linfoides, exposicion a
radiacion con fines terapéuticos o medioambientales, etc. (3).

Inmunodeficiencias Primarias (IDPs)

Las inmunodeficiencias primarias (IDPs) son un amplio grupo de trastornos del SI, que

impiden su desarrollo y correcto funcionamiento. Su origen se basa en mutaciones dentro de

los genes codificantes para los diversos componentes de la respuesta inmunoldgica. Se
presentan mediante multiples patrones de herencia. Pueden manifestar sus afecciones tanto
en la respuesta inmunoldgica celular como humoral y dependiendo de la localizacion del fallo

y de los mecanismos implicados, sera la gravedad de la enfermedad desarrollada (1, 5).

Tienen una prevalencia que varia de acuerdo con factores tanto dependientes del paciente
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como independientes (desconocimiento de los padecimientos, falta de diagndstico o registro
de pacientes). Aquellas IDPs que siguen un patron de herencia recesivo ligado al X, afectan
principalmente a los varones durante la infancia temprana (6).

Trabajando en conjunto, la Organizacion Mundial de la Salud, el comité de Clasificacion de
Inmunodeficiencias Primarias de la Union Internacional de Sociedades de Inmunologia, han
clasificado a las IDPs en 8 grupos de acuerdo con el componente del SI que se encuentren
afectados por la IDP, de manera tal que podemos hablar de IDPs de la inmunidad celular,
humoral y de componentes de la respuesta inmune innata (3, 7).

Los 8 grupos de esta clasificacion son:

Inmunodeficiencias combinadas de células By T

Inmunodeficiencias predominantemente de anticuerpos

Otros sindromes de inmunodeficiencias bien definidos

Enfermedades por disregulacién inmunitaria

Defectos congénitos del nimero o funcién de los fagocitos, o de ambos

Defectos de la inmunidad innata

Trastornos autoinflamatorios

© N o g s~ w D PE

Deficiencias del complemento

De entre estos grupos, las IDPs que son observadas con mayor frecuencia son las
inmunodeficiencias de anticuerpos. El segundo lugar de frecuencias lo comparten el grupo de
inmunodeficiencias bien definidas y los defectos de numero y funcién de los fagocitos. Las
IDPs de mayor gravedad son aquellas que afectan el desarrollo de linfocitos T ya que su
manifestacion, a través de infecciones graves y recurrentes, es observable dentro de los

primeros afios de vida, siendo mortal de no recibirse atencién y tratamiento oportuno (6) .

Trastomos de Anticuerpos
56.14 %

PIDs no clasificados
1.50%

Defectos enla
inmunidad innata 1.02%

Deficiencias de Celulas T

7.82%
Sindromes
Autoinflamatorios 2.05%
Sindromes autoinmunes e
inmunodisregulacion 3 98%

Otros PID bien

Trastornos Fagociticos definidos  14.92%

8.43%
Deficiencias del
complemento

4.14%

Figura 1. Frecuencias de observacion de IDPs. www.esid.gob
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Para el afio 2015, dentro del periodo de noviembre a diciembre, la Sociedad Latinoamericana
de Inmunodeficiencias (LASID), publicé estadisticas acerca de los registros de IDPs en los
14 paises que la conforman. En el periodo mencionado, se llevo a cabo el registro de 6 332

pacientes en la base de datos de LASID (8).

40,00% /@ﬁh
B ARGENTINA
55 00 = BRASIL
CHILE
30,00% = COLOMBIA
W COSTA RICA
25,00% CUBA
B GUATEMALA
20,00% HONDURAS
mMEXICO
15,00% PARAGUAI
mPERU
10,00% B URUGUAI
m VENEZUELA
5,00% ®REP
DOMINICANA
0,00%

Figura 11. Porcentajes de registro de IDPs de los paises participantes de LASID. https://fumeni.org.mx/wp-
content/uploads/2016/01/Estatisticas_LASID-2015-Dez.pdf?x79361

- MAIO - JUL | JUL - AGO | AGO - SET | SET - NOV NOV - DEZ
PAIS
ARGENTINA 2264 2281 2288 2297 2307 36,43%
BRASIL 1304 1325 1343 1378 1385 21,87%
CHILE 104 105 105 106 106 1,67%
COLOMBIA 838 844 847 953 953 15,05%
COSTA RICA 113 113 117 117 117 1,85%
CUBA 55 55 55 55 55 0,87%
GUATEMALA 1 1 4 4 4 0,06%
HONDURAS 58 58 58 58 58 0,92%
MEXICO 1058 1112 1171 1200 1213 19,16%
PARAGUAI 2 14 20 20 34 0,54%
PERU 56 56 60 62 62 0,98%
REP DOMINICANA 3 3 3 5 5 0,08%
URUGUAI 28 28 28 28 28 0,44%
VENEZUELA 5 5 5 5 5 0,08%
TOTAIS 5889 6000 6104 6288 6332 100,00%

Figura 12. Casos y porcentajes de registro de IDPs de cada participante de LASID. https://fumeni.org.mx/wp-
content/uploads/2016/01/Estatisticas_LASID-2015-Dez.pdf?x79361

Inmunodeficiencia Combinada Severa (SCID)
La Inmunodeficiencia Severa Combinada (SCID) es la denominacién de un grupo de
padecimientos que cuya caracteristica fenotipica mas representativa es una cantidad de

linfocitos T funcionales baja o practicamente nula. En muchos casos, dicho rasgo fenotipico
20


https://fumeni.org.mx/wp-content/uploads/2016/01/Estatisticas_LASID-2015-Dez.pdf?x79361
https://fumeni.org.mx/wp-content/uploads/2016/01/Estatisticas_LASID-2015-Dez.pdf?x79361

se acompafia de poblaciones disminuidas de células B o células NK; fenotipo que

desemboca finalmente en una ausencia de la respuesta inmune adaptativa (6, 9).

Las manifestaciones clinicas de estos pacientes son en su mayoria infecciones recurrentes

del tracto respiratorio por organismos oportunistas, susceptibilidad aumentada a infecciones

virales de gran severidad o incluso mortales y fallos en el crecimiento presentes desde los

primeros meses de vida (10, 11).

Este padecimiento puede seguir dos patrones de herencia: recesivo ligado al X y autosomico

recesivo, dependiendo de la localizacion del gen involucrado. Si el gen involucrado tiene

influencia sobre las poblaciones de linfocitos B y células NK, se pueden obtener 4 perfiles

fenotipicos que tienen en comun la afectacion en la poblaciéon de linfocitos T y una

produccion alterada de inmunoglobulinas (12).

Tabla 1. Fenotipos celulares relacionados con

mecanismo de afeccion y frecuencia relativa(12).

SCID, defectos caracteristicos, localizacion comosoémica,

_ Localizaciéon _ o Casos de
Fenotipo Defecto causal o Mecanismo implicado
cromosémical SCID
o Sefalizacion  defectuosa  por
Deficiencia de IL-7Ra 5p13 o ~10%
receptores de citocinas.
T-B+NK+ Deficiencia de CD3d 11923 <2%
S Sefializacion  defectuosa  por
Deficiencia de CD3 a 11923 ) <2%
receptor de células T.
o Sefalizacion  defectuosa  por
Deficiencia de yc Xgl13.1 o ~50%
receptores de citocinas.
T-B+NK- Deficiencia de JAK3 11931-1g32 ~7-14%
o Sefalizacion  defectuosa  por
Deficiencia de CD45 19p13.1 ) <2%
receptor de células T
Deficiencia de Artemis, | 10p13, 2g35, [Defectos de recombinacién V(D)J. 30%
-~ 0
T-B-NK+ |Cernunnos, ADN ligasa IV 13933 )
— e (juntas)
Deficiencia de RAg-1y 2 11p13 Defectos de recombinacion V(D)J.
Muerte prematura de precursores
T-B-NK- Deficiencia de ADA 20913.11 |linfoides por defecto en el ~10%

metabolismo de purinas.
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La SCID puede ser diagnosticada desde el momento del nacimiento cuando se detecta
linfopenia con valores de menos de 2000 linfocitos/uL o una proliferacion disminuida ante el
postestimulo mitogénico in vitro (18).

Responsable de aproximadamente el 50% de los casos de este padecimiento, el SCID ligado
al X tiene su causa en mutaciones en la cadena yc (gamma comun) del receptor de
interleucinas 2, 4, 7, 9, 15 y 21. Debido a su patron de herencia, los casos de SCID en
varones eran observados con una mayor prevalencia (19).

Como consecuencia de las mutaciones en el gen IL2RG, que codifica para la cadena vy,
pueden presentarse efectos como una expresion disminuida de la proteina en la superficie
celular, fallos en la unién de citocinas al receptor compuesto por esta cadena o alteraciones
en la transduccion de sefiales intracelular al no existir una buena comunicacion con la Cinasa
de Janus 3 (JAK3)(13).

Las mutaciones dentro del gen IL2RG, el cual consta de 8 exones, se presentan con una
prevalencia de aproximadamente el 50% dentro del exdn 5, que codifica para parte de la
porcion extracelular de la proteina. También se reportan numerosas mutaciones en el exén 7,
correspondiente al dominio intracelular con homologia de tirosincinasa y encargado de la
transmision de sefales por su asociacion con JAK3 (13).

En conjunto, estos efectos desembocan en el fenotipo caracteristico de los pacientes con
SCID: T-B+NK- . Los trastornos provocados también pueden observarse a nivel de fallos en
el desarrollo de células epiteliales y dendriticas del timo (14). El desarrollo y maduracion
adecuados de los linfocitos T, se estanca dentro del estadio doble negativo (CD4- CD8-),

fase previa al rearreglo de los genes codificante para el receptor de células T(15).

Citocinas involucradas en la maduracion, diferenciacién y proliferacion de linfocitos T

Las citocinas son un amplio grupo de moléculas que tienen un importante papel en multiples
procesos del Sl. Son producidos en su mayoria por linfocitos y tienen la capacidad de ejercer
su efecto a pesar de encontrarse a muy bajas concentraciones y de contar con una vida
media reducida, esto debido a que se unen a receptores especificos de alta afinidad. Las
citocinas ejercen un efecto autocrino si se unen y transmiten sefiales sobre la misma célula
por las que fueron producidas; un efecto paracrino si el efecto se ha de producir en una
célula diferente a la productora, pero estas células son cercanas y un efecto endocrino si las

citocinas deben viajar a traves del torrente sanguineo para llegar a su célula blanco. Dentro
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de las clasificaciones de citocinas, las interleucinas son de las mas importantes debido a su
amplio rango de efectos para el Sl (16).

La interleucina 2 (IL-2) es una linfocina de caracter glicoproteico producida por los linfocitos T
una vez que es inducida tras la activacion celular mediada por antigenos o mitégenos. Actia
dando inicio a la progresion del ciclo celular desde la fase Go hasta la fase S en todas las
células en las que esta presente su receptor (IL-2R), tales como linfocitos T y B, células NK,
timocitos y monocitos. Otras de sus funciones consisten en incrementar la capacidad
citotoxica de las células NK y de los monocitos, inducir la proliferacion y diferenciacion de los
linfocitos B(17).

Al ocurrir la estimulacion de los linfocitos T mediada por la presentacion de antigenos,
gracias a las células presentadoras, la respuesta consecuente es la proliferacion autocrina,
es decir, la liberacion de citocinas cuyo efecto se llevara a cabo en la misma célula
productora y otros linfocitos T. Unicamente los linfocitos T reciben la sefalizacion que

conlleva a la activacion de los genes codificantes de IL-2 (18).

La cadena yc del receptor de IL-2

El receptor de IL-2, presente en la membrana de linfocitos T, debe su expresién a la
activacion de estas células por estimulos antigénicos o mitogénicos, asi como también la
sintesis de IL-2. El receptor est4d formado por 3 subunidades, las cuales reciben su
denominacion particular en funcion de su peso molecular: la cadena a (p55), la cadena 3
(p70) y la cadena yc (p64). Puede existir en tres formas de las que depende su afinidad por el
ligando: baja afinidad (Unicamente compuesto por la cadena a), afinidad intermedia
(compuesto por las cadenas B y yc) y el receptor de alta afinidad (compuesto por las tres
cadenas en expresion simultanea). Sélo el receptor de afinidad intermedia y alta son capaces

de transmitir los efectos bioldgicos de la IL-2 (19).
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Figura 13. Afinidad del receptor de IL-2 por su ligando de acuerdo con la expresion de las subunidades

constitutivas. http://www.inmunologiaenlinea.es

La cadena yc estd compuesta por 347 aminod&cidos y es codificada por el gen IL2RG, ubicado

en Xgl3.1. Se trata de un gen de 8 exones cuyo producto proteico tiene un peso de 64 kD

distribuidos en distintas regiones. Su region extracelular (de 254 aminoacidos) contiene 4

motivos de cisteina y un motivo WSXWS; esta considerada dentro de la familia de receptores

para factores de crecimiento y es el dominio responsable de la interaccion con la citocina (20).
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Figura 14. Localizacion cromosomica y estructura del gen IL2RG. www.ncbi.nim.nih.gov

Su region intracitoplasmatica (que contiene 86 aminoacidos) participa en conjunto con la

cadena B en la transmision de sefiales. Es un dominio conocido por su homologia con la

familia de las tirosincinasas y se encarga de la interacciéon con JAK3(21) (22).

La via de sefalizacion mediada por el receptor de IL-2 tiene como primer paso la induccién

por el ligando de la asociacion, en dimero o trimero, de los componentes del receptor que en
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sus dominios intracitoplasmaticos se encuentran acoplados a moléculas de sefalizacion. La
sefializacion contindia con la transfosforilacién y posterior activaciéon de JAK3 asociada a la
cadena yc. Una vez que se efectud la activacion, JAK3 fosforila a las cadenas del receptor
con el proposito de generar sitios de union para las proteinas STATS, las cuales son atraidas
por el residuo fosforilado del receptor. Una vez fosforiladas, forman dimeros que se trasladan

al nucleo para unirse a sitios promotores en la secuencia de ADN (22, 23).

NN

\WAVAAY

Figura 15. Modelo de la via de sefializacion mediada por el receptor de 1L-2(23).

Sindrome de Hiper-IgM

El Sindrome de Hiper IgM (SHIGM) es la denominacion de un grupo de padecimientos por
IDPs caracterizados por niveles séricos normales o elevados de la inmunoglobulina IgM,
acompafada de niveles disminuidos de inmunoglobulinas 1gG, IgA e IgE (24). Sus
manifestaciones clinicas guardan similitudes con las de los pacientes con SCID, ya que se
observan infecciones recurrentes del tracto respiratorio que pueden ser causadas por
organismos oportunistas, ademas de signos caracteristicos como neutropenia ciclica o
cronica, neoplasias y trastornos autoinmunes(25).

El SHIGM es provocado por fallos en la via de sefializacion CD40-CD40L, fundamental para
el proceso de activacion de los linfocitos B, implicada en su proliferacion, cambio de isotipo e
hipermutacion somatica. Dichos procesos son llevados a cabo por un mecanismo contacto-
dependiente entre los linfocitos T y linfocitos B (24).

En la actualidad se tiene conocimiento de seis variantes de SHIGM que se diferencian en la

molécula afectada implicada en el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas(26).
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Tabla 2.- Variantes del SHIGM y su genotipo asociado(26).

Formade Gen Defecto Patrén de _ _ ,
_ Manifestaciones clinicas
SHIGM mutado causal herencia
Recesivo ligado al _ _
SHIGM 1 CD40L |CD40L/CD154 X Infecciones bacterianas recurrentes
Autosémico
SHIGM 2 AICDA AID _
recesivo
Autosémico
SHIGM 3 CD40 CD40 _
recesivo _ .
: Infecciones bacterianas recurrentes
Autosémico
SHIGM 4 - - _
recesivo
Autosomico
SHIGM 5 UNG UNG _
recesivo
. Infecciones bacterianas y de
SHIGM 6 IKKG NEMO Ligado al x

micobacterias

La primera de las causas en ser caracterizada fue un defecto genético con patron de
herencia recesivo ligado al X; mutaciones en el gen CD40L, codificante para la proteina
ligando de CD40 (también llamada CD154), la cual se expresa en linfocitos T y tiene un papel
crucial en el proceso de cambio de isotipo para la produccion de inmunoglobulinas en los
linfocitos B. Posteriormente se hallé evidencia de defectos genéticos asociados con SHIGM
pero con un patrén de herencia autosémico recesivo(27).

Se conocen manifestaciones clinicas caracteristicas del SHIGM ligado al X (XHIGM), tales
como las infecciones recurrentes del tracto respiratorio, tanto superior como inferior, que se
presentan n la infancia. Dichas infecciones pueden ser causadas por patdégenos oportunistas
como Pneumocystis carinii, con un porcentaje de afectacién de entre el 20 y 40% de los
pacientes, e infecciones por Cryptosporidium parvum en, aproximadamente, 30% de los
casos. Dichas infecciones se acompafian de signos como diarrea cronica(28).

Los pacientes con XHIGM también son susceptibles a presentar enfermedad hepética, la
cual se observa con mayor frecuencia con la edad; hepatitis crénica por virus de hepatitis B

(VHB), virus de hepatitis C (VHC) o cirrosis por progresiéon de citomegalovirus (CMV).
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Las causas de muerte mas frecuentes en pacientes con esta IDP son, neumonia ocasionada
por P. carinii, a edad temprana, enfermedad del higado y tumores. Sélo el 30% de los
pacientes llega a la edad de 25 afos(25).

Al momento del diagnéstico, es comun la observacién de un elevado nimero de pacientes
gue presenten niveles séricos normales de IgM y un numero normal de linfocitos B en
circulacion, con expresion de IgM y/o IgD en su membrana. El aumento en los niveles en
suero de IgM es paulatino durante el seguimiento. Ademéas de observarse un defectuoso
cambio de isotipo, las inmunoglobulinas circulantes son de baja afinidad cuando se trata de
respuesta a antigenos dependientes de linfocitos T, asi como una falta de generacién de

linfocitos B de memoria (29).

El gen CD40L y su producto proteico

Localizado en Xq26.3, CD40L es un gen que consta de 5 exones que codifica una proteina
de 39 kDa; la proteina cuenta con 4 dominios: dominio intracitoplasmatico, region
transmembranal, dominio Unico extracelular y un dominio de homologia TNF. La proteina
CD40L tiene su expresion en la superficie de linfocitos T CD4+ activados en mayor
proporcién que en la superficie de linfocitos T CD8+; consta de 261 aminoacidos. Su dominio
intracitoplasmatico va de los aminoé&cidos 1 al 22; su region transmembranal, del 23 al 46 y el
resto, compartidos entre los dos dominios restantes(30).

CD40L domains XHIM mutations
5'- and 3'-untranslated regions non-sense mutation
missense mutation
insertion, frameshift
deletion, frameshift
deletion, in frame
splice-site mutation
gross deletion

[] intracytoplasmic
transmembrane

extracellular

Z>rEOG®

Bl extracellular (TNF-homology)

Figura 16.- Estructura del gen CD40L y sus regiones o dominios.

De manera similar a otros miembros de la familia TNF, la proteina CD40L, o CD154, se
expresa como un homotrimero; mediante modelados moleculares, se ha elucidado que los
27



residuos del 189 al 209 estan involucrados en la unién con el receptor CD40. La cola
citoplasmatica de CD40L cuenta con un sitio de fosforilacion el cual participa en la
transduccion sefiales dentro del linfocito T. Dicha union es de suma importancia para la
proliferacion de linfocitos B, el cambio de isotipo de la cadena pesada de inmunoglobulinas y

la formacion de centros germinales en foliculo linfatico (31, 32).
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Figura 17.- Sefiales de activacion antigeno-dependiente de los linfocitos B(31).

La interaccion entre CD40 de linfocitos B y CD40L de linfocitos T es de gran importancia
durante el proceso de activacién de linfocitos B dependiente de linfocitos T. Aqui, dicha
interaccidn constituye, junto con la interaccién de CD80-CD86 con CD28 (de linfocitos By T
respectivamente), la segunda sefial de activacion, que potenciara el efecto brindado por la
cascada de sefializacion consecuente del reconocimiento de antigenos mediado por el
BCR(31).

Hipermutacion soméaticay cambio de isotipo

Originalmente, podemos hablar de dos distintos repertorios de anticuerpos producidos por los
linfocitos B cuyo origen puede ser tanto dependiente como independiente de antigeno. Un
primer repertorio de inmunoglobulinas altamente diversificadas, es el producido por los
precursores de linfocitos B residentes de la médula ésea y tiene su origen en un proceso de
recombinacion genética mediado por la endonucleasa RAG. Se trata de un proceso de
diversificacion independiente de antigeno en el que la endonucleasa RAG yuxtapone los
fragmentos V, D y J, formadores de las regiones V de las inmunoglobulinas. Una vez

completado este primer proceso de recombinacion, aquellas células B capaces de expresar
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tanto IgM como IgD en su superficie, salen de la médula 6sea hacia otros compartimientos
linfoides (33).

Para continuar con el proceso de diversificacion, los linfocitos B que han dejado la médula
0sea, se someteran a los procesos de hipermutacion somatica y cambio de isotipo. Ambos
procesos se llevan a cabo en centros germinales y son dependientes de la presentacion de
antigeno por parte de linfocitos T y sefializaciones conjuntas para la iniciacion.
Principalmente, son los linfocitos B-2 los que participan en esta respuesta T dependiente
(TD). Las determinantes antigénicas involucradas generalmente son proteinas microbianas
presentadas por linfocitos T foliculares. Ademas de la sefalizacion dada por la propia
interaccion, los linfocitos T foliculares brindan una segunda sefial por la via CD40-CD40L y
por las citocinas IL-21, IL-4 e IL-10 (33).

Déficit de Adhesion Leucocitaria

Clasificada dentro del grupo de los defectos congénitos del nimero o funcién de los fagocitos,
o ambos y en la subclasificacion defectos funcionales de éstos, el Déficit de Adhesion
Leucocitaria (LAD) es un extrafio grupo de afecciones genéticas en las que el efecto
fenotipico observable es una falla en los procesos de adhesién de los leucocitos al endotelio
(34). Dichas deficiencias de uniéon pueden presentarse en una o varias fases de la cascada
de adhesion (35). Los primeros signos aparecen durante la infancia, encontrandose
leucocitosis graves e infecciones recurrentes . Actualmente, han sido descritos tres diferentes
tipos de LAD con sus respectivas mutaciones; LAD-I, caracterizada por presentarse con
infecciones bacterianas graves o recurrentes, en este defecto en particular se ve afectada la
union firme de los leucocitos al endotelio; LAD-II, cuyas manifestaciones clinicas son
infecciones recurrentes, leucocitosis graves, déficit intelectual y retrasos en el crecimiento, el
paso afectado en la cascada de adhesion es el rodamiento de los leucocitos sobre las
paredes del endotelio; LAD-IIl, caracterizada por infecciones bacterianas graves o
recurrentes y anomalias en el proceso de coagulacién, donde se ve afectada la activacion

por integrinas B1,2y 3 (36).
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Tabla 3.- Variantes de LAD y su genotipo asociado(36).

) Defecto al que se ) . . .
Tipo Fenotipo observado Manifestaciones clinicas

atribuye

Defectos en la adhesion firme de|infecciones bacterianas graves vy

LAD-I ITGB2 ) )
leucocitos al endotelio. recurrentes.

) Infecciones bacterianas recurrentes,
Defectos en el rodamiento de o o
LAD-II SLC35C1 ) ) retraso en el crecimiento grave y déficit
leucocitos sobre el endotelio. )
intelectual grave.

Defecto en la activacion de todas las|infecciones bacterianas graves vy

LAD-III FERMT3 , , ) -
beta integrinas. anomalias graves de la coagulacion.
LEUKOCYTE
Fucose
containing
lycans GPCRs Integrin
>
I
SLeX T
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Endoth
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X X
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urrent Opinion in Immunology

Figura 18.- Diagrama de las vias implicadas en cada una de las variantes de LAD(34).

El proceso de migracion de leucocitos al sitio de infeccidn debe estar extremadamente
regulado para llevarse a cabo de manera eficiente y con la menor cantidad de dafio al tejido
a traves del cual las células han de trasladarse desde el torrente sanguineo, tanto a traves de
las uniones estrechas como también por endocitosis(34).

Déficit de Adhesion Leucocitaria tipo | (LAD-I)

Un trastorno ocasionado por mutaciones en ITGB2, gen codificante para la cadena comun B2
de la integrina, también llamada CD18. Dicho gen se encuentra localizado en el brazo largo
del cromosoma 21, en la posicion 21g22.3. Se han identificado una gran cantidad de
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mutaciones dentro del gen responsable de esta variante de la condicion, tales como
deleciones, sustituciones, cambios en el marco de lectura y mutaciones de paro prematuro,
asi como también mutaciones intronicas con consecuencias tales como variaciones en el
tamano o expresion de la proteina en los leucocitos (34).

Un alto porcentaje de las mutaciones descritas en CD18, tienen su impacto en el dominio
extracelular de la proteina. Se encuentran dentro del exén 9 de ITGB2, regidn que se conoce
por ser altamente conservada. Los dominios en los que se encuentra este segmento, son
presuntamente responsables de la asociacion y biosintesis de precursores, ademas de ser
sitios de unidn entre los precursores de las subunidades a 'y 8 (34).

Las manifestaciones clinicas observables son la alta recurrencia de infecciones bacterianas,
una deficiencia en la capacidad de curacion de heridas y sin formacién de pus; la onfalitis y la
separacion retardada del corddn umbilical también son signos observables, aunque del
altimo, existen reportes de separacion normal del cordon en presencia de LAD-I (34).

De acuerdo con la severidad de los sintomas de LAD-I, se tienen dos subclasificaciones de

ésta:

1. Forma severa de LAD-I. en ésta, el prondstico del paciente mejora si se realiza un
trasplante de células hematopoyéticas (HTC).

2. Forma moderada de LAD-I: se desconoce el papel de HTC en esta variante de LAD,

sin embargo se sabe que | prondstico mejora al grado de que los pacientes pueden
sobrevivir hasta la edad adulta, sometiéndose a tratamientos con inmunoglobulinas
durante episodios de infeccion.
El dnico método curativo conocido hasta el momento es HTC. Un rasgo caracteristico de los
pacientes que sobreviven, es la presencia recurrente de periodontitis (35).
Las integrinas B2 son conformadas por un heterodimero, compuesto por una cadena a,
también llamada CD11 (a, b, ¢ o d), y la subunidad B2 comun (CD18). Estos dos
componentes se encuentran unidos no covalentemente. Su asociacién es de vital
importancia para la expresion y correcta funcion de los receptores (37). De presentarse una
falla en la expresién de la (B2 integrina, causada por mutaciones que afectan la unién con
CD11 o la estructura externa de la proteina, se observan propiedades de adhesion
anormales y se presentan las caracteristicas clinicas de LAD-I (37). Se sabe que los
linfoblastos de pacientes con LAD-I son capaces de sintetizar de manera normal al precursor

de la subunidad a, pero este nunca se expresa en la superficie celular. Hay incluso evidencia
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de que dicha subunidad puede encontrarse degradada en el citoplasma en ausencia de la
subunidad (3(38).

Estructuray funcion normal del gen ITGB2

Localizado en el brazo largo del cromosoma 21, en la posicion 22.3 (21922.3), ITGB2, esta
compuesto de 17 exones de los cuales sélo 15 son codificantes. La longitud del transcrito es

de 3 178 pb y de 769 residuos en la traduccion.

M A~ AN A———A— ]

< ITGB2-205
protein coding

g Reverse strand 42,92 kb

Figura 19.- Estructura del gen ITGB2.

Este gen codifica para la proteina denominada subunidad beta 2 de integrina, también
conocida como CD18 o LFA-1. Para llevar a cabo su funcion, debe unirse con distintas
cadenas alfa para formar a las integrinas heterodiméricas. Se comprende por integrina a un
tipo de proteinas integrales de membrana celular con una participacion fundamental en la
adhesion celular de la respuesta inmunoldgica y en la sefalizacion mediada por
interacciones con proteinas de membrana. Los defectos en este gen provocan

principalmente deficiencias en la adhesion leucocitaria(39).

Cascada de adhesion leucocitaria

La cascada de adhesion leucocitaria es el proceso mediante el cual los leucocitos
disminuyen su velocidad de transito a través del torrente sanguineo, son atraidos por
qguimiocinas a sitios de infecciébn ocasionados por dafio a tejidos y migran a dichos sitios a
través del endotelio. El proceso de extravasacion de los leucocitos al sitio de inflamacién esta
mediado por la accion de mudiltiples receptores de adhesion celular y de factores
quimiotacticos. Es un proceso que implica cambios morfolégicos tanto de los leucocitos,
como de las células endoteliales que han de recibirlos (40). La correcta integracion de
sefales en ambos sentidos entre leucocitos y el endotelio es de suma importancia para dar
continuidad a este proceso. La extravasacion de leucocitos es un fenémeno que no sélo tiene
lugar durante la respuesta inflamatoria, sino también cuando los leucocitos deben recircular

entre el resto del organismo a los 6rganos linfoides secundarios (40).
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Para iniciar la respuesta inflamatoria sobre un tejido, los leucocitos deben ser capaces de
adherirse al endotelio. Los primeros pasos de dicho proceso son: el contacto con el endotelio
activado y el rodamiento de los leucocitos sobre el mismo. Contintan con la adhesion firme y
la migracién transendotelial (40).

Los contactos iniciales estan mediados por la asociacion de selectinas y sus ligandos. Se
trata de interacciones con una levada frecuencia de asociacion-disociacion, propiedad que
permite generar contactos que disminuyan la velocidad de los leucocitos asi como su
rodamiento sobre la superficie endotelial. Gracias a dichas asociaciones, también se veran
favorecidas las interacciones mediadas por integrinas y sus ligandos, las cuales aumentan la
adherencia de las células y, finalmente, las detienen (40, 41). A partir de aqui, el papel de las
integrinas en el resto de la cascada de adhesion es fundamental, ya que estas son moléculas
cuya principal funcién sera el control de las interacciones intercelulares y de los leucocitos
con la matriz extracelular (40).

Los leucocitos circulantes en el torrente sanguineo mantienen una expresion en membrana
de integrinas con una conformacion inactiva; se encuentran de esta forma con el fin de evitar
el contacto con paredes endoteliales no inflamadas. Una rapida activacion de las integrinas
se lleva a cabo cuando encuentran, en su recorrido, un foco inflamatorio (40, 42). Las
integrinas tienen la capacidad de regular sus propiedades de adhesion mediante
redistribuciones espaciales a lo largo de la membrana y cambios conformacionales, de este
modo, tres distintos grados de adhesion estdn determinados a su vez por tres distintas
conformaciones estructurales de dichos receptores: receptor plegado de baja afinidad,
receptor extendido con afinidad intermedia y receptor extendido de alta afinidad (40, 42, 43).
Las integrinas miembros de la subfamilia B2, y en particular LFA-1 (compuesta por
CD11a/CD18), junto con otras subfamilias de integrinas como la integrina especifica de linaje
mieloide Mac-1 (CD11b/CD18), son de las mas relevantes para la cascada de adhesion (29).
Los receptores LFA-linteraccionan con las moléculas de adhesion intercelular conocidas
como ICAM (de la ICAM-1 a la ICAM-5). Tienen particular importancia las uniones con ICAM-
1 e ICAM-3; la primera expresada en células epiteliales, células dendriticas y leucocitos, en
los cuales se aumenta su expresion en presencia de estimulos proinflamatorios; ICAM-3
tiene una expresion constitutiva en todos los leucocitos (44).

Cuando los leucocitos han sido activados, se induce en ellos un marcado cambio morfolégico

gue los convierte en células promigratorias, caracterizadas por la polarizacion que sufren.
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Dentro de esta polarizacion, son distinguibles al menos dos regiones bien definidas: el frente
d avance y el urépodo. La polarizacion tiene el propésito de coordinar a la célula en su
locomocion para la extravasacion (45).

Como ya se menciond, las integrinas se encuentran en una conformacion plegada para evitar
contactos inespecificos, pero una vez llevada a cabo la activacion de leucocitos mediada por
quimiocinas, el receptor cambia a una conformacion extendida de afinidad intermedia,
preparandose asi para su union al ligando en el endotelio. Posteriormente, dicha sefializacion
conduce a la separacion de regiones citoplasmaticas de las subunidades de integrina, con el
propésito de asociarse ahora con el citoesqueleto cortical de actina. Especificamente, las
integrinas (B2 se asocian fundamentalmente a través de talina, filamina y otras moléculas
estructurales (46).

Los contactos iniciales del leucocito al endotelio son debilitados tras la atenuacion de las
sefales de adhesion firme mediadas por integrinas, lo anterior con el propdsito de permitir la
migracion del leucocito hasta un sitio que sea adecuado para su extravasacion,
preferentemente entre las uniones estrechas de las células endoteliales (46). Se ha
demostrado la importancia de las interacciones de las integrinas B2 y sus ligandos
endoteliales para la colocacion adecuada de los leucocitos en zonas de extravasacion, ya
gue mediante el bloqueo de ligandos endoteliales de dichas integrinas, se observan
migraciones aleatorias, fallos de posicionamiento y diapédesis defectuosa (46).

Cuando se realiza un posicionamiento correcto de los leucocitos en sitios de transmigracion,
el siguiente paso consta de la extensién de una prolongacion de su membrana, llamado
seuddpodo de exploracion, a través de la union estrecha entre dos células endoteliales. A lo
largo de este proceso, LFA-1 se reorganiza a lo largo de la membrana, formando anillos que

interaccionan con ICAM-1 en la interfaz de contacto entre leucocito y endotelio (46).

2. JUSTIFICACION
En México no se cuenta con un registro ni base de datos que hable de la incidencia de los
trastornos por inmunodeficiencias primarias. Como ya se menciond, las IDPs son
alteraciones del desarrollo normal y funcionamiento del sistema inmunoldgico que pueden
tener consecuencias fatales ya que se manifiestan a temprana edad. Si el diagndstico es
tardio, muchas de estas alteraciones causaran efectos irreversibles. El subdiagndsitco en

México puede deberse a factores tales como el desconocimiento de los signos y sintomas
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caracteristicos de cada IDP, lo que retrasa su identificacion, asi como la poca accesibilidad a
técnicas de diagndéstico que se tiene en los hospitales.

La Unidad de Investigacion en Inmunodeficiencias (UIID) del Instituto Nacional de Pediatria
(INP) tiene como objetivo el desarrollo de técnicas cuya finalidad es apoyar al diagndstico
clinico mediante la fenotipificacion de las muestras de pacientes y la realizacién de estudios
funcionales y moleculares de los componentes del sistema inmune que se ven afectados por

causa de IDPs.

3. HIPOTESIS

Los pacientes mexicanos con diagnéstico clinico de Inmunodeficiencia Severa Combinada,
Sindrome de Hiper IgM (ambas con herencia ligada al cromosoma X) y Déficit de Adhesion
Leucocitaria tipo 1 (con herencia autosdmica recesiva) mostraran mutaciones en los genes

involucrados en el fenotipo de interés de cada IDP (IL2RG, CD40L e ITGB2 respectivamente).

4. OBJETIVO GENERAL

Efectuar el analisis fenotipico y molecular de pacientes con diagndstico de SCID, SHIGM y
LAD-1.

5. OBJETIVOS PARTICULARES
Determinar los porcentajes y nameros absolutos de las poblaciones leucocitarias
mediante citometria de flujo a partir de muestras de sangre periférica de pacientes
clinicamente diagnosticados con SCID, SHIGM y LAD-1, asi como de testigos sanos.
2. Determinar los porcentajes y numeros absolutos de las subpoblaciones de linfocitos T
y B en pacientes con SCID, SHIGM y LAD-1.
Obtener DNA gendmico de los pacientes.
Realizar la secuenciacion Sanger de los genes IL2ZRG y CD40L.
Analizar los electroferogramas para determinar las mutaciones en los genes IL2RG y
CDA40L.
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6. MATERIALES Y METODOS

Tipo de investigacion
Estudio transversal, prospectivo, descriptivo de pacientes pediatricos con diagnastico clinico
de SCID, SHIGM y LAD-1.
Criterios de inclusion
e Para realizar el estudio se incluyeron a pacientes varones que contaban con
diagnostico clinico de las IDPs: SCID, SHIGM y LAD-1; de acuerdo con los criterios de
diagnostico de las mismas. Ademas, dichos pacientes cuentan también con estudios
de secuenciacibn masiva que sugieren una posible localizacion de las mutaciones
dentro de los genes involucrados. Los pacientes y sus muestras provienen de la
Unidad de Investigacion en Inmunodeficiencias del Instituto Nacional de Pediatria de
la Ciudad de México.
e Se cuenta con la firma de consentimiento informado de los padres o tutores de los
pacientes con respecto a la inclusion en el estudio.
Criterios de exclusion
e Pacientes en los que se determine que la IDP presentada se deba a mutaciones en
algun otro gen distinto a los genes que se analizan para los fines de este estudio, es
decir, cuya condicion de inmunodeficiencia corresponda a un subtipo de IDP distinto al
planteado.
Criterios de eliminacion
e Pacientes de los que no se tenga posibilidad de obtencién de muestra inicial o para

dar continuidad a los ensayos

Obtencion de muestras

Se obtuvieron 12 mL de sangre periférica de pacientes y controles sanos con ayuda del
sistema BD Vacutainer® en tubos con EDTA. De las muestras recolectadas, se destind 1 mL
para el analisis de poblaciones celulares mediante citometria de flujo y 2 mL para la
obtencion de DNA gendmico. El resto de las muestras fue destinado a estudios funcionales y

subpoblaciones de células B.
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Tinciones celulares para citometria de flujo
A las muestras de células de cada paciente incluido en los grupos de estudio para cada
inmunodeficiencia primaria se le realizaron las siguientes tinciones para ser posteriormente

analizadas en el citometro de flujo ARIAS 1.

Analisis Fenotipico por citometria de flujo
e Poblaciones leucocitarias y subpoblaciones de linfocitos
Se obtuvieron muestras de sangre total de pacientes y testigos sanos para realizar la
tipificacion mediante citometria de flujo. Las tinciones de citometria constan de la mezcla de
un volumen de 15 pL de sangre total y los siguientes anticuerpos marcados: anti-CD45
FITC/anti-CD14 PE (BD); anti-CD3 FITC/ anti-CD16+56 PE/anti-CD45 PerCP (BD); anti-CD3
FITC/anti-CD19 PE/anti-CD45 PerCP (BD); anti-CD4 FITC/anti-CD8 PE/anti-CD3 PerCP
(BD); control de isotipo anti-CD45 PerCP/y1 FITC/y1 PE (BD) y antiCD45RA
FITC/antiCD45RO /antiCD3 PerCP/antiCD4 APC (BD). Tras una mezcla de estos
componentes, se incuban 30 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente.
Posteriormente se afiaden 500 uL de solucion de lisis de eritrocitos FACS (BD), después de
la cual la mezcla se incuba por 10 minutos mas en las mismas condiciones en que la primera
incubacion. Se realiza un lavado con 2 mL de PBS 1x por duplicado. Por dltimo, las células
se fijan con 200 pL de una mezcla conformada por PBS y formaldehido al 1% para ser
analizadas en el citdbmetro de flujo.
e Purificacion de células mononucleares en sangre periférica (PBMC)

La purificacion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se hard a partir de
sangre total la cual se separara en un gradiente de densidad por centrifugacién Histopaque-
1077 (SigmaAldrich). Se recuperara las PBMC’s, las cuales se someteran a lavados en
medio RPMI para finalmente resuspenderlas en 1 ml de medio y realizar el conteo celular. El
conteo celular se realizar4 cuantificando Unicamente las células presentes en los cuatro
cuadrantes de la camara de “Neubauer’. Para ello se hara una dilucion 1:50 con la
suspension de células y azul tripano. El nimero total de células se obtendr4d mediante la

siguiente formula:

Numero total de PBMC’s= (Células contadas) X Factor de Dilucién X 10000
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e Analisis de expresion de subpoblaciones de células B en PMBC'’s:
Los valores de las subpoblaciones de linfocitos B se determinaron por citometria de flujo.
1x10% PBMC's se tifieron con una mezcla de anticuerpos especificos para cada subpoblacién
(Tabla ): células B madura (CD19+, IgD-, CD27-), células B de memoria sin cambio de
isotipo (CD19+, IgD+, CD27+), células B de memoria con cambio de isotipos (CD19+, IgD-,
CD27+), células B transicionales (CD19 +, CD24 ++, CD38 ++) y plasmablastos (CD19 +,
CD24 -, CD38 ++); posteriormente se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente y en

oscuridad. Las muestras se lavaron con PBS y fijaron con 200 pl de solucion fijadora.

Tabla 4.- Anticuerpos utilizados para cada subpoblacion de células B.

Poblacién celular Anticuerpos
Linfocitos B Anti-Cd19/APC, Anti-CD20/PerCP
Transicionales Anti-CD19/PerCP, Anti-CD24/PE, Anti-CD38/APC

Memoria con/sin cambio _ _ _
Anti-CD19/APC, Anti-CD27/PE, Anti-IgD/FITC

de isotipo/naive

e Determinacion de la expresion de CD40L

Usando citometria de flujo, se determiné la expresion de CD40L en células T, la muestra
de sangre total en heparina se activd con PMA y ionomicina, se incubé por 12 a 16 horas
para luego hacer tinciones con CD40L FITC, CD3 PerCP y con el control de activaciéon

CD69 PE. Se encubo la muestra 30 minutos, se realizaron dos lavados y se fijaron.
e Determinacion de CD18, CD11b en monocitos y neutrofilos

Se realizé una tincién con la siguiente mezcla en sangre total CD18 FITC, CD11b PerCP y
CD14 APC, se incubaron por 30 minutos se lisaron los eritrocitos; se realizaron dos lavados

y se fijaron con solucion fijadora.
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Técnicas de biologia molecular

e Extraccion de DNA gendmico

A una muestra de sangre del paciente o testigo, se le adiciond buffer de lisis de eritrocitos
(apéndice) en una proporcion 1:3, tras lo cual se incub6 durante 10 minutos a una
temperatura de 4°C. Se centrifuga a 1500 rpm/5 minutos. Estos pasos se realizan una vez
mas o hasta que la lisis de eritrocitos sea evidente. Se resuspende el pellet en 2 mL de buffer
de lisis de leucocitos (leukocyte lysis, Promega) hasta la homogeneidad. Se adiciona un
volumen de 700 pyL de solucion precipitadora de proteinas (Protein precipitation solution,
Promega) y se centrifuga a 3750 rpm/10 minutos. Se recupera el sobrenadante y se trasvasa
midiendo el volumen para adicionar después el mismo volumen de isopropanol (2-propanol
for molecular biology, SIGMA). Se mezcla el contenido del tubo por inmersién hasta que se
observe la hebra de DNA y ésta ya no aumente de tamafio. Se centrifuga una vez mas a
3750 rpm/10 minutos y se decanta el sobrenadante. Se realiza un lavado con 1 mL de etanol
(Ethanol for molecular biology, Sigma-Aldrich) al 75% y se centrifuga 10 minutos mas. El
proceso de lavado se repite y se decanta por completo el sobrenadante. Se deja secar
durante 24 horas y finalmente se rehidrata con 24 horas mas con solucién rehidratadora de
DNA (DNA rehydration solution, Promega) y se cuantific6 su concentracion y pureza con
ayuda del equipo Epoch (Bio Tek).

e Amplificacion de IL2RG por PCR
Para la amplificacion del gen IL2RG a partir de DNA gendmico, se utilizaron Iniciadores de
sentido y antisentido de cada uno de los exones que componen al gen. Las proporciones de

la mezcla de reaccion se observan en la tabla siguiente:
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Tabla 5.- Reactivos utilizados en PCR de IL2RG. Para un volumen final de 25 L.

Reactivo Volumen
Buffer 10x 2.5 L
MgCl 0.75 pL
dNTPs 05. L
Iniciador sentido 25 uM 0.5 uL
Iniciador antisentido 25 uM 0.5 uL
Tag DNA Polimerasa 0.1 uL
DNA gendmico 2L
Agua estéril 17.4 uL

Tabla 6.- Iniciadores de los exones usados en la amplificacion de IL2RG

DNA Fragmento
_ Iniciador de sentido (5’ — 3’) Iniciador de antisentido (5’ — 3’)
gendmico (pb)
El1-IL2RG| TTAGCCCGTGTCACACAGCAC | TAGGCAACATAGTGAGACCCTG 512
E2 - IL2RG| TGGTCTCAAACTCCTGGCCTC | ATATCCAGAGCCTACCCTCATC 452
E3 - IL2RG| TAGCAAGTCTCCCAGGTACCC | AGTCAGGATCCTGAAGGTAGTG 490
E4 - IL2RG [TTGGAGTCTACAGAGTAGTGTTC| AAAGGAGTTGGAGGAGGGAGG 455
E5 — IL2RG | TGAGAGAGAAACTGGGCAGTAG |CAACCCTACACAGAAAAACCTTG 445
E6 — IL2RG | ACATACTACCTCTTTGGCCTTG | AAACCCTCTTGGGTAATCTCTC 434
E7 — IL2RG | CATCCCTAAACTCTTGGATTCTG| TATCACCCTTCTCCCAGTTGTC 538
E8 — IL2RG | AAGCAGATGGCAACTGGTATTG |GCACAAAATTCCAAATCAGCCAC 471

La siguiente figura muestra las condiciones introducidas en el termociclador para llevar a

cabo la reaccion de PCR:

40 ciclos

94°C | 94°C

— :
5 min 30 seg 56 °C 30 seg

72 °C 72 °C

10 min

30 seg

Figura 11.- Condiciones de PCR para IL2RG
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e Amplificacion de CD40L por PCR
Para la amplificacion del gen CD40L a partir de DNA gendmico, se utilizaron Iniciadores de
sentido y antisentido de cada uno de los exones que componen al gen. Las proporciones de

la mezcla de reaccién se observan en la tabla siguiente:

Tabla 7.- Reactivos utilizados en PCR de CD40L. Para volumen final de 25 pL.

Reactivo Volumen
Buffer 10x 2.5 L
MgCl., 0.75 pL
dNTPs 1 uL
Iniciador sentido 25 uM 1L
Iniciador antisentido 25 uM 1L
Taqg DNA Polimerasa 0.4 uL
DNA gendmico 2 ulL
Agua estéril 16.35 uL

Tabla 8.- Iniciadores de los exones usados en la amplificacion de CD40L.

DNA Fragmento
o Iniciador de sentido (5’ — 3’) Iniciador de antisentido (5’ — 3’)

genémico (pb)
E1-CD40L |CTCATGCTGCCTCTGCCAC CCTATGAATTAGTAAGGACCC 285
E2 - CD40L |CATTAGCTGTATTCTCCTTCC GACACTTTTACCAGTAATTAAGC 221
E3 - CD40L |CAACAGAGTAATGACAGATGC TTCATAGAAATTAGCAAATAGCAA 183
E4 - CD40L [TGTAGAACTGGACCAGATAG GGTAACATGACTTCGGCATC 205
E5 - CD40L |CTCTGCTTCACCTCACCAC TTATGAAGACTCCCAGCGTC 478

La siguiente figura muestra las condiciones introducidas en el termociclador para llevar a
cabo la reaccion de PCR:

40 ciclos

94 °C | 94 °C

— 6t 72°c € 72°C
Sl 30seg \ 55°C / 30 seg I 10 min

30 seg

Figura 12.- Condiciones de PCR para CD40L.
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Electroforesis de productos de PCR en gel de agarosa

Para realizar la determinacion de la longitud de los amplificados de reacciones de PCR, se
utilizaron 5 pyL de cada muestra para correrse en un gel de agarosa al 1% (IL2RG) o al 2%
(CD40L), preparado con TAE 1x (apéndice). Las condiciones de la electroforesis fueron 100V
durante 30 minutos en una camara. Transcurrido ese tiempo, los geles fueron tefidos con
una solucion de bromuro de etidio con una concentracion de 0.5 yg/mL (SIGMA) y se
visualizaron con ayuda de un transluminador de luz ultravioleta (Molecular Image Chemi
Doc™ XRST, BIO RAD). Para determinar el tamafo del amplificado, se us6 un marcador de

peso molecular para DNA (Mass Rule DNA Ladder, Thermo Scientific).
Purificado de productos de PCR mediante digestion enzimatica
Una vez corroborada la amplificacion mediante la electroforesis, los productos de PCR se

purifican mediante digestidn enzimética, cuyos componentes se enlistan en la tabla siguiente:

Tabla 9.- Reactivos utilizados en la digestion enzimatica de productos de PCR. Para volumen de 20 WL de

producto.
Reactivo Volumen
TSAP 0.1 L
Exo | 0.5 uL
Buffer 0.9 uL

La siguiente figura muestra las condiciones introducidas en el termociclador para la

incubacion de la digestion enzimatica:

80 eC
37 eC 15 min

30 min

Figura 13.- Condiciones para incubacion de digestion enzimatica.
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Reaccion de secuenciacion
Como parte del proceso de secuenciacion de Sanger, se realiza una mezcla de reaccion con
los componentes contenidos en la Tabla 10. Se hace una mezcla de reaccion para cada

sentido del iniciador, es decir, dos mezclas de reaccion por cada uno de los exones:

Tabla 10.- Reactivos empleados en la reaccion de secuenciacion.

Reactivo Volumen
Buffer 10x 2 uL
Big Dye 1L
Iniciador sentido/antisentido 0.4 uL
DMSO 0.5 uL
DNA gendmico 05-2 L~
Agua estéril Cbp 10 yL

*depende de la concentracién del amplificado

Purificacion del producto de secuenciacion

Al terminarse la etapa de secuenciacion se agrega, a cada uno de los productos, un volumen
de 37 uL de perlas de vidrio Xterminator. Posteriormente se llevan a agitacion durante 30
minutos (vértex) a velocidad media de agitacion. Se centrifugan después a 1000 xg/1 minuto
y se recupera el sobrenadante en un tubo nuevo. Finalmente, estas muestras se llevan a
secuenciacion.

Secuenciacion y analisis

La secuenciacion de las muestras se realizd en el Posgrado en Ciencias GenOmicas del
Universidad Auténoma de la Ciudad de México (UACM), en un secuenciador capilar ABI
PRISM 3130 (Applied Biosystems) de 4 capilares teniendo como muestra los purificados de
la reaccidn de secuenciacion. Los resultados de las secuencias se analizaron empleando el
programa 4 Peaks y las secuencias obtenidas se compararon con las reportadas en la
pagina de BLAST del NCBI, mediante la herramienta Nucleotide BLAST.
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7. RESULTADOS

Caracteristicas clinicas, de fenotipo y genotipo de los pacientes con
Inmunodeficiencia Combinada Severa (SCID)
La poblacién de estudio consta de un total de 9 pacientes con diagnostico clinico de SCID

ligado al X. Las edades de los pacientes oscilan entre los 1 y 8 meses de edad.

Tabla 11.- Valores de inmunoglobulinas séricas y caracteristicas clinicas de los pacients.

PACIENTE “EED?EDS] GENERD 1I'I'II3EL] .m'Sﬂu 'n:gfm NEUMONIA| GASTROENTERITIS | SEPSIS | BCG | CANDIDIASIS | BRONQUITIS | CMV | EBV
1 5 M 15 | 8 1 i . } . R
) 8 M M3 | 2 | 19 R i . |- _ . L.
3 4 M 40 | 41 | T8 i :
4 5 M 6 | 54 7 R
5 5 M 10 | 8 9 + R
5 3 M 8| 10 6 R i R
7 2 M 75 | a0 7 i i : N - "
3 3 M o | 82 | 25 R : R
3 1 M 72 | 18 6 R : R

Los sintomas observados con mayor frecuencia dentro de la valoracion clinica de los
pacientes, fueron: neumonia (67%), gastroenteritis (33%) y sepsis (33%) como se muestra
en la tabla. La edad promedio de los pacientes es de 4 meses; los valores basales promedio
de inmunoglobulinas séricas fueron de 135.55 mg/dL para la IgG, 27.77 mg/dL para IgM y
17.55 mg/dL para IgA.

Tabla 12.- Resumen de caracteristicas clinicas de los nueve pacientes.

Caracteristicas de los pacientes (n=9)
Promedio de edad [meses) 4
Meumonia b (66.66%)
Gastroenteritis 3(33.33%)
Sepsis 4 (44.44%)
BCG 1(11.11%)
Candidiasis 1(11.11%)
Bronquitis 1(11.11%)
CMV 1(11.11%)
EBV 1(11.11%)
Promedio de lgM basal (mg/dL) 27.77
Promedio de lgA basal (mg/dL) 17.55
Promedio de 1gG basal {(mg/dL) 135.55
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Edad lgM lgA lgG
(mg/dl) [ (mg/dL) | (mgldl)
7-9meses | 32-119 10.6-89 | 208-867
1 afio 40-161 13-104 | 331-1164
2 afios 45-159 13-121 | 402-1008
4-5 arios 40-186 24-152 | 444-1186

Tabla 13.- Valores normales de inmunoglobulinas séricas en pacientes pediatricos (46).

Poblaciones leucocitarias

Se determind la proporcion de las poblaciones de leucocitos a partir de muestras de sangre
periférica para los nueve pacientes mediante una doble tincion para citometria de flujo, que
consto de anti-CD45 FITC y anti-CD14 PE.

En la Figura 14, observamos la seleccion de las proporciones celulares de las que se

consideraran los porcentajes y valores absolutos de las poblaciones leucocitarias:

CONTROL SANO PACIENTE
; 2 MONOCITOS 1 //‘:;)MONOCITOS
§ ; (5 § 1. &/
- - Dk, UNFOLITOS o g , LINFOCITOS
NEUTRO:FII.OS (-;}5} j Neumo'nguos [,'f..
- .\:4.;‘:-/.‘5,*, ] . }
cDas cpas

Figura 14.- Seleccién de poblaciones leucocitarias en sangre periférica en controles sanos y pacientes.
Obtenidos a partir de las mezclas de anticuerpos anti-CD45 FITC y anti-CD14 PE.

Se realiza un conteo de la cantidad de leucocitos por mm? en sangre, utilizando la cAmara de
Neubauer, con la finalidad de calcular el nUmero absoluto de cada una de las poblaciones

leucocitarias de interés. Para efectuar el célculo, se emple6 la siguiente férmula:

No.de lin focitos, monectios o polimor fonucleare s
[ MOmero de leucociios mm ) + { Porcenta fe de 1in foclios, monoctios o polimor fonucleares)

En las Tablas 14 y 15, se muestran los valores porcentuales y absolutos de las poblaciones

leucocitarias en los pacientes de estudio; la Tabla 15 muestra los valores normales:
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Tabla 14.- Valores porcentuales y absolutos de poblaciones leucocitarias en testigos.

. Leucocitas MNeutrafilos | Meutrofilos Linfocitos | Linfocitos Monocitos | Monocitos
Testigo 1&;’?.? (=) {rer) tmf_:l ?E tﬁ.ﬁ'.l,lef (%) ()
12200 44 oabs 23 Lt 10 1220
£ T2 od gl 44 LT ] 12U
3 FeTi ] oo Eikh] 21 FEL ] a1
4 10U 13 1351 [k BLUAD H felafe]
o BTN 42 2ol 43 2470 f 434
3] =30 ol SE0U 38 2904 o] T
i G100 44 2004 al Auau ] a00
& ol 43 203y 47 2ivd o 47
4 TUTULU 03 Dabhs 39 3935 ¥ 1018
Tabla 15.- Valores porcentuales y absolutos de poblaciones leucocitarias en pacientes.
Paciente Letunc:tﬂulcl:;;us Heut;.f:ﬂlns Heutrf:’r;lns LE?;:::S L?ggﬂigzs Mon E_citns Mon ncgtns
(mm®) () (mm’) (%] (mm’] el {mm)
1 6200 89 2270 0.6 37 10 301
2 11073 71 8269 1 1264 (& 934
3 7900 74 o045 3 395 7 503
q 11000 18 1884 a0 2936 30 3323
2 2600 29 724 26 728 16 454
6 13000 o0 114410 2 260 5 780
[ 5a00 79 45582 9 522 & 44
i 6300 2b Ja2d 1 693 21 1764
g 213l 62 3193 17 876 10 213
Tabla 16.- Valores normales de poblaciones leucocitarias (47).
Edad Neutrofilos | Neutrofilos | Linfocitos LI1I'1;:]E‘:|:::5 Monocitos | Monocitos
(%) {mim3) Totales (%) (mm?) (%) {mm?)
0-1 afios | 12.20-53.47 1004-5820 28.20-78.66 2580-7860 | 0.21-12.30 20-1320
-5 aiios 20-65.70 1150-5870 23.89-70.36 1650-6390 1.74-11.0 90-860

En las figuras que se presentaran a continuacion, se muestran los analisis realizados a los

resultados de poblaciones leucocitarias de testigos sanos y pacientes:
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Figura 15.- Andlisis estadistico de leucocitos totales en controles y pacientes. Andlisis, en valores absolutos, de los
leucocitos totales en controles sanos y pacientes mediante la prueba de U-Mann Whitney. La linea negra representa la
mediana correspondiente.
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Figura 16.- Andlisis estadistico de leucocitos totales en controles sanos y pacientes. Andlisis en valores
porcentuales y absolutos de linfocitos totales en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann Whitney.
La linea negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy significativa,
p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.
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Figura 17.- Andlisis estadistico de neutr6filos totales en controles sanos y pacientes. Andlisis en valores
porcentuales y absolutos de neutroéfilos en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann Whitney. La linea
negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy significativa, p<0.01; y (***)
altamente significativa, p<0.001.
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Figura 18.- Analisis estadistico de monocitos en controles sanos y pacientes. Andlisis en valores
porcentuales y absolutos de monocitos en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann Whitney.
La linea negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy
significativa, p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.
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A partir de las figuras anteriores, se observa que no existe diferencia estadisticamente
significativa para las poblaciones de leucocitos totales y monocitos, sin embargo, existe una
diferencia muy significativa para los linfocitos (a nivel porcentual y absoluto) con p=0.0054 y

p=0.0028, respectivamente; y una diferencia significativa para los neutrofilos con p=0.0422.

Poblaciones de células T, B y NK

Para la determinacion de las subpoblaciones leucocitarias, se realizaron tinciones triples que
constaban de los anticuerpos anti-CD3 FITC/anti-CD19 PE/anti-CD45 PerCP, para los
linfocitos T y B, mientras que para las células NK se utilizaron los anticuerpos anti-CD3
FITC/anti-CD16+56 PE/anti-CD45 PerCP.

A partir de la tincion general efectuada sobre muestras de los pacientes, se seleccioné el
grupo celular CD45+, para luego dividirlo e identificar a las poblaciones celulares de linfocitos
T (CD3+); B (CD19+) y NK (CD16+56+).

CONTROL SANO PACIENTE
o o
- .
o o
- -
co3 cD3
b)
CONTROL SANO PACIENTE
b 2
- -
= =
o o -
o o
cD3 cD3

Figura 19.- Porcentaje de las poblaciones de células T, B y NK en controles sanos y pacientes. En la figura a)
se muestran las poblaciones de células T (CD3+) y B (CD19+), y en la figura b) Las células NK (CD16+56+). Ambas
en controles sanos y pacientes.

En las Tablas 17 y 18, se muestran los porcentajes y valores absolutos obtenidos a partir del
analisis de citometria de flujo para la deteccidon y cuantificacion de linfocitos T y B a partir de
la poblacion de linfocitos CD45+. La Tabla 19 contiene los valores normales para dichos

porcentajes y valores absolutos:
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Tabla 17.-Porcentajes y valores absolutos de linfocitos T y B en controles sanos.

Testigo|Células T CD3+ (%)|Células T C3+ (mm?3)Células B CD19+ (%)/Células B CD19+ (mm?)

1 59.1 2272.6 23.9 1115.2

2 69 1477 6.1 131

3 55 1137 8 165

4 68.2 3210 15.4 724.9

5 75.3 1975 11.2 294

6 65.5 1394.4 0 0

7 76.9 1815.3 5.2 123

8 66 979 15.3 227

9 77.4 2867 10.9 403.7

Tabla 18.- Porcentajes y valores absolutos de linfocitos T y B en los pacientes.

No. de Células T CD3+ Células T CD3+ Células B CD19+ Células B CD19+

paciente (%) (mm?3) (%) (mm?)
1 nsd* nsd 39 14
2 7 90 82 1053
3 35 138 54 213
4 nsd nsd 96 5317
5 nsd nsd 96 699
6 1 3 82 213
7 60 131 15 78
8 nsd nsd 78 540
9 1 9 82 753

*nsd: no se detect6

Tabla 19.- Valores normales de porcentajes y valores absolutos de linfocitos T y B (48).

Edad Células T CD3+ Células T CD3+ Células B CD19+ Células B CD19+
a
(%) (mm?3) (%) (mm?3)
6-12
49-76 1900-5900 14-37 610-2600
meses
1-2 anos 53-75 2100-6200 16-35 720-2600
2-6 afios 56-75 1400-3700 14-33 390-1400
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Las Tabla 20 y 21 contienen los porcentajes y valores absolutos para la poblacién de células

NK, seleccionadas también a partir de las células CD45+ y posteriormente, seleccionando las

positivas al marcador CD16+56+. La Tabla 22 contiene los valores normales para

porcentajes y valores absolutos de la misma poblacion:

Tabla 20.- Valores porcentuales y absolutos de la poblacién de células NK en controles sanos.

Testigo|Células NK CD16+56+ (%)(Células NK CD16+56+ (mm?)

1 16 615.3

2 30.2 647

3 0 0

4 12.5 588.4

5 154 404

6 22.2 472.6

7 31.7 748

8 20 297

9 13.4 496

Tabla 21.- Valores porcentuales y absolutos de la poblacién de células NK en pacientes.

PacientelCélulas NK CD16+56+ (%)/Células NK CD16+56+ ( mm?)
1 18 7
2 9 116
3 11 43
4 0.3 17
5 2 15
6 2 5
7 25 131
8 1 7
9 1 9

Tabla 22.- Valores normales en porcentajes y valores absolutos de células NK CD16+56+ (49).

Edad |Células NK CD16+56+ (%)/Células NK CD16+56+ ( mm?3)
6-12 meses 3-15 160-950
1-2 afos 3-15 180-920
2-6 afios 4-17 130-720
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En las figuras 20, 21 y 22 se muestran los analisis para las poblaciones de linfocitos T, By

células NK:
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Figura 20. Andlisis estadistico de los linfocitos T CD3+ en controles sanos y pacientes. Analisis en
valores porcentuales y absolutos de linfocitos T CD3+ en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-
Mann Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05;
(**) muy significativa, p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.
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Figura 21- Andlisis estadistico de los linfocitos B CD19+ en controles sanos y pacientes. Analisis en
valores porcentuales y absolutos de linfocitos B CD19+ en controles sanos y pacientes mediante la prueba
U-Mann Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05;
(**) muy significativa, p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.

& 404 ME 800- |
+ = L ]
2 5 . o .
& 307 B 600- pL
2 . A
> -—
O 204
< 20 . - S 400 .
ol X
LY > -
w
< 104 " « 200
> N 3 -
'E,-' 0 L 2 d 0 . —!I"-l.—_
& éef-‘ © & &
O & <© ¢
G & &
od\ ¥ o‘? ¥

Figura 22.- Analisis estadistico de las células NK CD16+CD56+ en controles sanos y pacientes.
Andlisis en valores porcentuales y absolutos de células NK CD16+CD56+ en controles sanos y pacientes
mediante la prueba U-Mann Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia
significativa, p<0.05; (**) muy significativa, p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.
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A partir de las figuras 20, 21 y 22, se observa que si existe diferencia altamente significativa
(porcentual y absoluta) en la poblacion de linfocitos T CD3+ con p= 0.0002 y p<0.0001,
respectivamente; diferencia altamente significativa (nivel porcentual) para linfocitos B CD19+,
con p=0.0003; y una diferencia muy significativa (nivel absoluto) de las células NK, con p=
0.0040.

Subpoblaciones de linfocitos T

Para la deteccion y cuantificacion de las subpoblaciones de linfocitos T, se llevd a cabo una
tincion triple que const6 de los siguientes anticuerpos: anti-CD4 FITC/anti-CD8 PE/anti-CD3
PerCP; esta para los linfocitos T CD4+ y CD8+. A partir de la poblacion CD3+, se

seleccionan las poblaciones CD4+ o CD8+ y se determinan Sus proporciones.

CONTROL SANO PACIENTE
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Figura 23.- Porcentaje de las poblaciones de células T CD4+ y CD8+ en controles sanos y pacientes.

Las Tablas 23 y 24, muestran los valores porcentuales y absolutos de los linfocitos T
CD3+/CD4+ y CD3+/CD8+; la Tabla 24, muestra los valores normales para dichas

subpoblaciones:

Tabla 23.- Valores porcentuales y absolutos de las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ en controles sanos.

Testigo|Células T CD4+ (%)/Células T CD4+ (mm?)[Células T CD8+ (%)(Células T CD8+ (mm?)
1 45.2 1027.2 40.5 920.4
2 55 812 27.8 411
3 62.2 707 29.2 332
4 72.5 2327 21.7 696.5
5 55.5 1096 36.1 713
6 45,5 634.7 46.8 652.6
7 50.1 909 34.6 628
8 62 606 20 196
9 55.3 1585 34.4 986
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Tabla 24.- Valores porcentuales y valores absolutos de las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ en

pacientes.
_ Linfocitos T CD4+ Linfocitos T CD4+ Linfocitos T CD8+ Linfocitos T CD8+
Paciente (%) (mm?) %) (mm?)
1 nsd nsd nsd nsd
2 13 12 80 72
3 50 69 46 46
4 nsd nsd nsd nsd
5 nsd nsd nsd nsd
6 90 2 7 1
7 14 18 85 11
8 nsd nsd nsd nsd
9 nsd nsd nsd nsd

Tabla 25.- Valores normales para los valores porcentuales y absolutos de las poblaciones de linfocitos T CD4+

y CD8+.
Edad Linfocitos T CD4+ |Linfocitos T CD4+ | Linfocitos T CD8+ |Linfocitos T CD8+
(%) (mm?) (%) (mm?)
6-12 meses 31-56 1400-4300 12-24 500-1700
1-2 afios 32-51 1300-3400 14-30 620-2000
2-6 afos 28-47 700-2200 16-30 490-1300

Las figuras 24 y 25, muestran el analisis estadistico para las subpoblaciones de linfocitos T

CD4+y CD8+:
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Figura 24.- Andlisis estadistico de los linfocitos T CD3+ CD4+ en controles sanos y pacientes. Analisis en
valores porcentuales y absolutos de linfocitos T CD3+ CD4+ en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-
Mann Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy
significativa, p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.
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Figura 25.- Andlisis estadistico de los linfocitos T CD3+ CD8+ en controles sanos y pacientes. Analisis en
valores porcentuales y absolutos de linfocitos T CD3+ CD8+ en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-
Mann Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy

significativa, p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.

A partir de las figuras 24 y 25, se observa que si existen diferencias significativas (a nivel
porcentual y absoluto) de la subpoblacion de linfocitos T CD3+CD4+, con p= 0.0078 y p<
0.0001, respectivamente; y una diferencia altamente significativa (a nivel de valor absoluto)
para la subpoblacién de linfocitos T CD3+CD8+, con p< 0.0001.

Caracterizacion de mutaciones en el gen IL2RG por técnicas de biologia molecular
Amplificaciéon del gen IL2RG por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para los pacientes de estudio SCID, se contaba con informacion previa adicional a los datos
clinicos presentados con anterioridad. La informacion consiste en la localizacion y secuencia
sugerida de las mutaciones de cada paciente, efectuada mediante la técnica de
secuenciacion masiva. Dicho proceso fue efectuado antes del estudio que se reporta en esta
tesis. El propédsito de estudio es efectuar la corroboracién por PCR Sanger de las mutaciones
sugeridas con anterioridad.

La Tabla 26, muestra los datos mencionados para cada uno de los pacientes del estudio de

SCID:

Tabla 26.- Detalles de secuenciacion masiva de los pacientes de estudio en SCID.

Paciente| No.de e B . .
SCID | cambios Detalles Posicion Cambio Secuencia Consecuencia
1 2 1.- Entre exon 2 y exon 3 (61 pb antes del exén 3) | 71110746 T=C tgaacaacaaatgtttgotaga
s UCG por CGG (serina por arginina. Delecion,
LBy TIETS | EdesEs BEIlE TR AR (LT corimignto no sindénimo de neutro por bésico)
2 2 1-Exdn7 71108336 G=A gaaticogggca CGA por UGA (freonina por STOP prematuro)
2.- Entre exdn 2 y exén 3 (61 pb antes del exon 3) | 71110746 T=C cagatatccaga
3 1 1.- Entre exon 2 y exdn 3 (61 pb antes del exén 3) | 71110746 T=C tgcagatatccag
1.- Exon 4y entre exon 4 y exon 5 (al inicio de ACU por ACUint (freonina por treonina. Sindnima,
4 1 intron 4) 71110152 | TCAC=TC tagicactcacagtce sitio de spiicing)
5 1 1.- Entre exon 2 v exén 3 (18 pb antes del exén 3) | 71110703 T=C gaggagaaaggtogaagg
G 0
7 1 1.- Entre ex6on 2 y exén 3 (18 pb antes del exén 3) | 71110703 T=C tagaggagaaaggitggaaggaag
2 1 1.- Entre exon 2 y exdn 3 (61 pb antes del exén 3) | 71110746 T=C tgggtactgcagatatccagagectag
] 2 1.- Entre exon 2 y exon 3 (61 pb antes del exon 3) | 71110746 T=C tgaacaacaaatgtttggtaga
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Se logro efectuar la caracterizacion de mutaciones en 2 pacientes a partir de muestras de
DNA gendmico. Se utilizaron iniciadores de sentido y antisentido especificos para cada uno
de los 8 exones que componen al gen (ver metodologia). Tras la amplificacion, se realizd un

corrimiento electroforético que arrojé los siguientes resultados:
E1l E7 El E7

500 pb

Figura 26.- Amplificacion de los exones 1y 7 del gen IL2RG. El exdn 1 consta de 512 pb, mientras que el exén 7
consta de 538 pares de bases.

En la figura se pueden apreciar los productos de amplificaciéon que se obtuvieron para los
pacientes 2 y 1, respectivamente. Se eligieron los exones 1y 7 debido a la frecuencia con la
gue mutaciones responsables de SCID, presentan mutaciones localizadas dentro de la
secuencia de dichos exones.

Los pacientes 1y 2 fueron quienes mejores resultados de amplificacion arrojaron, por lo que
se decidié continuar la metodologia con ellos dos hasta llegar a la secuenciacion.
Secuenciacion y analisis

El analisis de secuenciacion de IL2RG del paciente 1 (P1) corroboré la mutacion previamente
localizada; una delecion de timina en la posicién 1015 (c.T1015d) en el exén 7, lo que
provocO un cambio de aminoacido en la posicién 308 de serina a arginina (p.S308R). Dicho
cambio ocurre en el paso de un aminoacido polar sin carga, por un aminoacido polar con
carga positiva. Esta mutacién ya esta reportada (Noguchi M, leonard w.j. 2008)

Para el paciente 2 (P2), también se corroboro la informacion, encontrandose una transicion
de citosina por guanina en la posicién 957 (c.C957G) del exdn 7, lo que provoco un cambio
de aminoacido en la posicion 289 de arginina por glicina (p.R289G). El cambio representa
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por el paso de un aminoéacido polar con carga positiva a un aminoacido polar sin carga. Esta

mutacion esta reportada en https://www.ensembl.org/

E7: cadena lider = ACGGGAACTTTTCG

E7: complementaria = TGCCCTTGAAAAGC
CACCIGAAIA GTIPCCICGT

' c‘;‘_s\

Figura 27.- Analisis de la secuenciaciéon del exdn 7 del paciente 1. Gel de electroforesis y electroferograma que
ilustra los resultados de la secuenciacion del DNA genomico. La flecha roja indica el nucleétido que sufrié una
delecion visto desde la cadena complementaria.
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CCTAGAGGATCCTGTTACTGAATACCACGGGAACTTTTCCGGGAAGAACGCTGTC | Mooty ot

Figura 28.- Analisis de la secuenciacion del exdn 7 del paciente 2. En la primera imagen se observa la secuencia
de referencia, donde la flecha roja sefiala el sitio donde originalmente se ubica la citosina en la secuencia. En la
segunda imagen, se aprecia la secuencia del paciente, donde se sefiala la transicion de guanina a citosina.

En el caso del paciente 2, tanto el electroferograma, como la secuencia mostrada en la
Figura 28, mostraban mudiltiples cambios que no coincidian en ambos sentidos de la
secuenciacion. Por este motivo, a pesar de presentarse el resultado correspondiente a la
mutacion que se pretendia corroborar, es necesario efectuar una nueva secuenciacion que
permita demostrar el cambio reportado como el Unico y responsable de la condicion de SCID

en el paciente.
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Caracteristicas clinicas, de fenotipo y genotipo de los pacientes con Sindrome de
Hiper IgM (SHIGM)

De la misma manera que para los pacientes con SCID, el grupo de estudio para esta IDP,
constd de 9 pacientes masculinos con diagndstico clinico de SHIGM y con un rango de
edades que oscila entre los 6 meses y 18 afios de edad.

La edad promedio de los pacientes es de 4 afios. Las manifestaciones clinicas de mayor
frecuencia son: infecciones de vias respiratorias (100%), neumonia (70%), sepsis (30%) y

diarrea cronica (23%); los datos especificos para cada paciente no se muestran.

Tabla 27.- Valores de inmunoglobulinas y caracteristicas clinicas de los pacientes de SHIGM.

Paciente | Edad ] IgG IgM IgA

SHIGM (afios) Genero (mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL)
1 2 M nsm nsm nsm
2 18 M nsm nsm nsm
3 6 (M) M 270 15 36.2
4 1 M nsm nsm nsm
5 1 M 141 129 10
6 6 M 420 273 <23
7 1 M 364 69 27
8 2 M 200 29 6.3
9 2 M 379 261 53

*NsSm: NO Se muestra

Poblaciones leucocitarias

Se determind la proporcion de poblaciones leucocitarias a partir de sangre periférica para
pacientes y testigos sanos (ambos grupos con una n=9) mediante la misma técnica de tincion
utilizada para las poblaciones leucocitarias en pacientes con SCID. El nUmero absoluto de
cada poblacion leucocitaria fue determinado mediante la misma férmula empleada para el
grupo de pacientes de SCID.

En las tablas presentadas a continuacion, se muestran los valores porcentuales y absolutos
de las poblaciones leucocitarias en testigos sanos y pacientes. Los valores de referencia
porcentuales y absolutos para cada poblacién, son los mismos que se reportan en la Tabla
16:
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Tabla 28.- Valores porcentuales y absolutos de leucocitos, neutréfilos, linfocitos y monocitos en testigos sanos.

Testigo| Leucocitos | Neutrofilos | Neutrofilos | Linfocitos | Linfocitos | Monocitos | Monocitos
SHIGM| totales (mm?) (%) (mm?) (%) (mm?3) (%) (mm?)
1 8600 55 4730 21 1860 6 516
2 7800 69.6 5429 25.3 1973 4 312
3 12200 44 5368 43 5246 10 1220
4 8600 55 4730 21 1860 516
5 7800 50 3900 38 2964 9 702
6 4600 53.3 2452 34.2 1573 9.6 442
7 6100 44 2684 50 3050 6 366
8 5900 43 2537 47 2773 8 472
9 10100 53 5353 35 3535 10 1010

Tabla 29.- Valores porcentuales y absolutos de leucocitos, neutréfilos, linfocitos y monocitos en pacientes con

SHIGM.

Paciente| Leucocitos | Neutrofilos | Neutrofilos | Linfocitos | Linfocitos | Monocitos | Monocitos
SHIGM |totales (mm?3) (%) (mm?3) (%) (mm?) (%) (mm?)
1 18450 32 5904 56 10332 4 811
2 5166 38 1963 50 2583 7 362
3 21000 24 5040 67 14070 4 840
4 10000 14 1400 79 7900 5 500
5 15275 46 7027 35 5346 9 1375
6 4500 49 2205 31 1395 14 630
7 3900 34 1326 41 1599 17 663
8 7567 14 1059 74 5600 3 227
9 13000 55 7150 39 5070 780
En las figuras 29, 30, 31 y 32 se muestran los analisis estadisticos para las poblaciones

leucocitarias en testigos sanos y pacientes:
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Figura 29.- Analisis estadistico de los leucocitos totales en controles sanos y pacientes con SHIGM. Analisis
en valores absolutos de leucocitos totales en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann Whitney. La
linea negra representa la mediana correspondiente.
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Figura 30.- Andlisis estadistico de neutro6filos en controles sanos y pacientes con SHIGM. Analisis en valores
porcentuales y absolutos de neutroéfilos en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann Whitney. La linea
negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy significativa, p<0.01; y (***)
altamente significativa, p<0.001.
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Figura 31.- Andlisis estadistico de linfocitos en controles sanos y pacientes con SHIGM. Analisis en valores
porcentuales y absolutos de linfocitos en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann Whitney. La linea
negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy significativa, p<0.01; y (***)
altamente significativa, p<0.001.
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Figura 32.- Anédlisis estadistico de monocitos en controles sanos y pacientes con SHIGM. Analisis en valores
porcentuales y absolutos de monocitos en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann Whitney. La linea
negra representa la mediana correspondiente.

En las figuras presentadas, observamos que no existe diferencia significativa en los valores
de leucocitos totales, comparando entre testigos sanos y pacientes. Existe una diferencia
significativa en los valores porcentuales de neutréfilos con una p= 0.0168; diferencia
significativa en los porcentajes de linfocitos, con una p= 0.0419; y no se observa diferencia
en porcentajes y valores absolutos de la poblacién de monocitos.

Poblaciones de linfocitos T, B y células NK

Mediante las mismas técnicas de tincion para citometria de flujo, y los mismos criterios de
seleccion para la eleccién de poblaciones celulares ya descritas, se determinaron los valores
porcentuales y absolutos de linfocitos T, B y células NK.

Las Tablas 30 y 31 muestran los valores porcentuales y absolutos de las poblaciones de
células T y B en testigos sanos y pacientes respectivamente; para ambas, se consideran
normales los valores de referencia de la Tabla 19.

Las Tablas 32 y 33 muestran valores porcentuales y absolutos de las poblaciones de células
NK en testigos y pacientes, respectivamente, considerandose para ambas los valores de

referencia de la Tabla 22:
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Tabla 30.- Valores porcentuales y absolutos de linfocitos T y B en testigos sanos.

Testigo| Linfocitos T | Linfocitos T | Linfocitos B | Linfocitos B
SHIGM| CD3+ (%) CD3+ (mm?) | CD19+ (%) | CD19 (mm?)
1 55 1137 8 165
2 71.4 1751 11.7 287
3 59.1 2273 23.9 1115
4 55 1137 8 165
5 65.5 1394 5 120
6 64 1540 7.8 188
7 76.9 1815 5.2 123
8 66 979 15.3 227
9 77.4 2867 10.9 404

Tabla 31.- Valores porcentuales y absolutos de linfocitos T y B en pacientes con SHIGM.

Pacientel Linfocitos T | Linfocitos T | Linfocitos B Linfocitos B
SHIGM | CD3+ (%) | CD3+ (mm3 | CD19+ (%) CD19 (mm?)
1 50 5166 38 3926
2 67 1731 27 697
3 75 10553 16 2251
4 65 5135 31 2449
5 29 1550 34 1818
6 63 879 25 349
7 54 864 28 448
8 71 3976 17 952
9 68 3448 24 1217

Tabla 32.- Valores porcentuales y absolutos de células NK en testigos sanos.

Testigo| Células NK Células NK
SHIGM| CD16+/56+ (%) | CD16+/56+ (mm?)
1 20 450
2 15.8 388
3 16 615
4 17.2 420
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5 22.2 473
6 18 433
7 31.7 748
8 20 297
9 13.4 496

Tabla 33.- Valores porcentuales y absolutos de células NK en pacientes con SHIGM.

Paciente] Células NK Células NK
SHIGM | CD16+/56+ (%) | CD16+/56+ (mm?3)

1 8 827

2 5 129

3 844

4 4 316

5 28 1497

6 12 167

7 19 304

8 11 616

9 4 203

En las Figuras 33, 34 y 35 se muestran los andlisis estadisticos para las poblaciones de

linfocitos T, B y células NK en testigos sanos y pacientes:
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Figura 33.- Analisis estadistico de linfocitos T CD3+ en controles sanos y pacientes con SHIGM. Andlisis en
valores porcentuales y absolutos de linfocitos T CD3+ en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann
Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente.
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Figura 34.- Analisis estadistico de linfocitos B CD19+ en controles sanos y pacientes con SHIGM. Analisis en
valores porcentuales y absolutos de linfocitos B CD19+ en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann
Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy
significativa, p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.
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Figura 35.- Andlisis estadistico de células NK CD16+/56+ en controles sanos y pacientes con SHIGM. Analisis
en valores porcentuales y absolutos de células NK CD16+/56+ en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-
Mann Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy
significativa, p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.

En las Figuras 33, 34 y 35, observamos que no existe diferencia significativa en valores
porcentuales ni absolutos de la poblacion de linfocitos T CD3+. Existe diferencia altamente
significativa para los valores porcentuales de linfocitos B CD19+, con una p= 0.0008, y una
diferencia muy significativa para los valores absolutos de la misma poblacién, con p= 0.0020.
Finalmente, existe una diferencia significativa para los valores porcentuales de células NK,
con p=0.0171.

Subpoblaciones de linfocitos T

Mediante las mismas técnicas de tincidon para citometria de flujo, y los mismos criterios de
seleccion para la eleccion de poblaciones celulares ya descritas, se determinaron los valores

porcentuales y absolutos de las subpoblaciones de linfocitos T.
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Las Tablas 34 y 35 muestran los valores porcentuales y absolutos de las subpoblaciones de

células T en testigos sanos y pacientes respectivamente; para ambas, se consideran

normales los valores de referencia de la Tabla 25:

Tabla 34.- Valores porcentuales y absolutos de linfocitos T CD3+ CD4+ y CD3+ CD8+.

Testigo| Linfocitos T Linfocitos T Linfocitos T Linfocitos T
SHIGM| CD3+/CD4+ (%) | CD3+/CD4+ (mm?) | CD3+/CD8+ (%) | CD3+/CD8+ (mm?)
1 62.2 707 29.2 332
2 54.8 960 41.8 732
3 45.2 1027 40.5 920
4 62.2 707 29.2 332
5 45.5 635 46.8 653
6 36.6 564 60 924
7 50.1 909 34.6 628
8 62 606 20 196
9 55.3 1585 34.4 986
Tabla 35.- Valores porcentuales y absolutos de linfocitos T CD3+ CD4+ y CD3+ CD8+.
Pacientel Linfocitos T Linfocitos T Linfocitos T Linfocitos T
SHIGM | CD3+/CD4+ (%) | CD3+/CD4+ (mm?) | CD3+/CD8+ (%) | CD3+/CD8+ (mm?)
1 81 4184 16 827
2 46 796 46 796
3 62 6543 34 3588
4 76 3903 23 1181
5 57 884 35 543
6 69 607 19 167
7 60 518 38 328
8 72 2863 23 914
9 50 1723 42 1448

En las Figuras 36 y 37, se observa el analisis estadistico de las subpoblacion de linfocitos T

CD3+ CD4+ y CD3+ CD8+, respectivamente, tanto para testigos sanos como para los

pacientes.
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Figura 36.- Andlisis estadistico de linfocitos T CD3+ CD4+ en controles sanos y pacientes con SHIGM. Analisis
en valores porcentuales y absolutos de linfocitos T CD3+ CD4+ en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-
Mann Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy
significativa, p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.
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Figura 37.- Analisis estadistico de linfocitos T CD3+ CD8+ en controles sanos y pacientes con SHIGM. Analisis
en valores porcentuales y absolutos de linfocitos T CD3+ CD8+ en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-
Mann Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente.

En las Figuras 36 y 37 observamos que no existe diferencia significativa a nivel de valores
porcentuales ni absolutos para ninguna de las subpoblaciones de linfocitos T, entre testigos
sanos y pacientes.

Subpoblaciones de linfocitos B

Para la determinacién de las subpoblaciones de linfocitos B, se realiz6 una tincion triple, de la
siguiente manera: las células B (CD19+) de memoria, se evidencian mediante una tincién
con el anticuerpo anti-CD27PE/anti-CD19 APC/anti-IgD FITC. En el caso de los
plasmablastos y de las células transicionales, la tincion consistié de los anticuerpos anti-
CD24 PE/anti-CD38 APC/anti-CD19 FITC. Una vez realizadas las tinciones, la primera
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seleccion ocurre a partir de la poblacion CD19+; posteriormente se muestran

proporciones de las células B de memoria, transicionales y plasmablastos.

las

Para determinar la proporcion de células B de memoria, se analiz6 la expresién de CD27. La

proporcion de plasmablastos se determina por la expresion de CD24 y CD38 alto y la de

células B transicionales, por la expresion de CD24 alto y CD38 alto.

En las Tablas 36, 37 y 38 se muestran los valores porcentuales y absolutos de células B de

memoria con y sin cambio de isotipo y los linfocitos B naive en testigos y pacientes,

asi

como sus valores de referencia, respectivamente. En las Tablas 39, 40 y 41, aparecen los

valores porcentuales y absolutos de células transicionales y plasmablastos en testigos sanos,

pacientes y valores de referencia, respectivamente.

Tabla 36- Valores porcentuales y absolutos de células B de memoria y naive en testigos sanos.

Testigo | Células B | Células B Células Bde | Celulas B de Células Bde | Células B de Células B | Celulas B de
SHIGM | naive (%) | naive (mm®) | memoria sin memaoria sin memoria con | memoria con | de memoria | memoria total
cambio de cambio de cambio de cambio de total (%) (mm?)
isotipo (%) isotipo (mm®) isotipo (%) | isotipo (mm?)
1 73 508 6 40 12 26 18 125
2 27 605 6 42 5 35 10 70
3 72 498 16 111 10 70 24 166
4 73 508 6 40 12 26 18 125
5 73 167 7 16 14 32 21 43
B 62 334 11 ] 19 102 28 151
7 &8 1233 6 74 3 42 9 116
2 73 508 A 40 12 26 18 125
g 78 555 9 G4 9 64 14 100

Tabla 37.- Valores porcentuales y absolutos de células B de memoria y naive en pacientes de SHIGM.

Paciente | Células B | Células B Células Bde | Celulas B de Células Bde | Ceélulas B de Células B | Ceélulas B de
SHIGM | naive (%) | naive (mm’) | memoria sin memoria sin memoria con | memoria con | de memoria | memoria total
cambio de cambio de cambio de cambio de total (%) (mm?)
isotipo (%) isotipo (mm?) isofipo (%) | isotipo (mm?)
1 93 4804 4 206 0.15 g 4 206
2 83 374 4 18 1 5 5 23
3 93 2093 5 113 0.1 2 5 113
4 94 2302 2 li] 0.2 5 2 1
5 97 1763 2 36 0 0 2 36
& 83 250 3 10 1 3 5 17
7 97 435 2 9 0 0 2 g
8 93 8385 4 38 0.4 4 4 38
9 a7 1130 2 24 0 0 2 24
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Tabla 38.- Valores de referencia para las células B de memoria y naive.

Calulas B de

Celulas B de

Calulas B de

Celulas B de

, . e o ? - Células B | Células B de
Celulas B | Celulas B MEamoTia sin Mmemoria sin MEMOria Con | memaoria con ’ -
Edad naive (%) | naive jmm’) cambio de cambio de cambio de cambio de dEtDT:;"{ﬁ;'a mHl;:_lnma.:;ulal
isotipo (%) isotipo [mm’) isotipo (%) | isotipo (mm)

m‘ZfE 85.5-83.4 G00-2550 2874 20-140 167 10-100 53115 50-270
FI?E!EE TE.5-847 JE0-2800 3107 0170 1.4-11.8 30-120 4.1-20.8 40-180
I_L‘zf; G8.1-88.2 490-1530 41-128 20-180 38136 20-220 0.5-265 &0-230
E%I-lfS- 54-20 4 2801230 27188 20-100 47-112 40-140 T.8-371 50-280

Tabla 39.- Valores porcentuales y absolutos de células transicionales y plasmablastos en testigos sanos.

Testigo| Transicionales Transicionales Plasmablastos Plasmablastos
SHIGM (%) (mm?3) (%) (mm?3)
1 12 84 0.4 3
2 6 42 0.3 2
3 7 48 0.9 6
4 12 84 0.4 3
5 21 0.6 1
6 43 1.5 8
7 84 0.7 9
8 12 84 0.4 3
9 13 93 0.6 4

Tabla 40.- Valores porcentuales y absolutos de células transicionales y plasmablastos en pacientes con SHIGM.

Paciente| Transicionales Transicionales Plasmablastos Plasmablastos
SHIGM (%) (mm?3) (%) (mm?3)
1 14 723 0 0
2 6 27 0 0
3 1 23 0.1 2
4 0 0 0 0
5 9 164 1 25

6 0 0 0

7 0 0 0 0
8 16 152 2 19
9 27 329 1 12
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Tabla 41.- Valores de referencia para células transicionales y plasmablastos.

Edad Transicionales Transicionales Plasmablastos Plasmablastos
a
(%) (mm?) (%) (mm?)
5-9
7.2-19.7 100-300 0.2-4.0 0.0-60
meses
9-15
3.6-12.7 20-210 0.4-5.5 0.0-30
meses
15-24
3.3-16.5 30-200 0.5-3.0 10-40
meses
2-5
. 3.1-12.3 20-200 0.6-4.0 10-50
afios

En las Figuras 38, 39, 40, 41, 42 y 43 se encuentran los analisis estadisticos de las

subpoblaciones de células B, asi como de las células transicionales y plasmablastos.
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Figura 38.- Andlisis estadistico de células B naive en controles sanos y pacientes con SHIGM. Andlisis en
valores porcentuales y absolutos de células B naive en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann
Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy
significativa, p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.
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Figura 39.- Andlisis estadistico de células B de memoria sin cambio de isotipo, en controles
sanos y pacientes con SHIGM. Analisis en valores porcentuales y absolutos de células B de memoria
sin cambio de isotipo, en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann Whitney. La linea
negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy significativa,
p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.
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Figura 40.- Andlisis estadistico de células B de memoria con cambio de isotipo, en controles
sanos y pacientes con SHIGM. Analisis en valores porcentuales y absolutos de células B de memoria
con cambio de isotipo, en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann Whitney. La linea
negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy significativa,
p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.
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Figura 41.- Andlisis estadistico de células B de memoria total en controles sanos y pacientes con
SHIGM. Andlisis en valores porcentuales y absolutos de células B de memoria total en controles sanos y
pacientes mediante la prueba U-Mann Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente. (*)
Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy significativa, p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.
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En las figuras anteriores observamos que si existe una diferencia muy significativa a nivel de
valores porcentuales dentro de la poblacion de células naive, con una p= 0.0014; una
diferencia altamente significativa, en valores porcentuales, de las células B de memoria sin
cambio de isotipo, con una p= 0.0004; diferencia altamente significativa, tanto en valores
porcentuales como absolutos, de células B de memoria con cambio de isotipo, con p= 0.0004
en ambos casos; y una diferencia altamente significativa a nivel porcentual para las células B
de memoria total con una p= 0.0004, mientras que para los valores absolutos, la diferencia

es significativa con una p= 0.0169.
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Figura 42.- Andlisis estadistico de células transicionales en controles sanos y pacientes con
SHIGM. Analisis en valores porcentuales y absolutos de células transicionales en controles sanos y
pacientes mediante la prueba U-Mann Whitney. La linea negra representa la mediana
correspondiente.
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Figura 43- Andlisis estadistico de plasmablastos en controles sanos y pacientes con SHIGM. Analisis
en valores porcentuales y absolutos de plasmablastos en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-
Mann Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente.
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En las Figuras 42 y 43 observamos que para las poblaciones de células transicionales y
plasmablastos, no existe diferencia significativa, a nivel de valores porcentuales ni a nivel de
valores absolutos.

Caracterizacion de mutaciones en el gen CD40L por técnicas de biologia molecular
Amplificacién del gen CD40L por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para el grupo de estudio de pacientes con SHIGM, se contaba con informacién previa
adicional a los datos clinicos presentados con anterioridad. La informacion consiste en la
localizacion y secuencia sugerida de las mutaciones de cada paciente, efectuada mediante la
técnica de secuenciacion masiva. Dicho proceso fue efectuado antes del estudio que se
reporta en esta tesis. El propésito de estudio es efectuar la corroboracion de las mutaciones
sugeridas con anterioridad.

La Tabla 42 muestra los datos mencionados para cada uno de los pacientes de estudio de
SHIGM:

Tabla 42.- Detalles de secuenciacion masiva de los pacientes de estudio en SHIGM.

Mo. De
Paciente | cambios | Detalles Paosician Cambio | Secuencia Consecuencia
1 3 1.-13 pb antes del exén 5 116858028 T>L CaCBRBCtTtECCTttECTtEtaacag{empieza €x0n 5) tEttacagtEEE CUL par CUC (Mucing por leuting) sinonima
GCG por GAG (alanina por ac. glutamica) grupo hidréfobe per grupo con carga

2.-Exdnd 136656377 | Cxa cctcasathgoggeacatg negativa
3.-Exdn 1 136648396 | T>C stagazgsttggacs UUG por CUG (leucing par leucing ) singnima

2 3 1.-13 pb antes del exdn 5 136658026 T=C CacaaactTtCoctitoottEtaacag{empiers exdn 5| tEttaCaEtEEE CUU por CUC {leucina par leucina) sindnima

GCGE por GAG [alanina por ac. glutamico) gpoe hidrofobo por gpo con cargs

2.- Exon 4 136656377 | C>A CrtCaaattECEECataty negativa
3.- Exdn 1 136648396 | T=C EtagaszIMEEaca UUG por CUG (lzucing par lzucing) sindnima

F 2 1.-Exonl 1355648396 T=C stagesgEitggaca UUG por CUG {leucing por leucing) sinonima
2.- Exdn 5 136655294 | C>T C3ICIMCCIMCICINE WCC por UUC (fenilzlanina par serina) polar no cargado por hidrafobo

5 1 1..- Enftre exon 2 y exdn 3 136650573

5] 4 1.~ Exon 1 1355648396 T>C atagaaggiiggaca UUG por CUG (leucina par leucina) sinonima
1.~ 3 pb despues del axon 4 116858421 A>T BCATCA|ACAa #xOn A)gETaagnca AaG por UAG (lising por STOP] STOP prematurd
3.- 12 pb antes del exdn 5 1388582268 | THC cetttctitgraacalempieza exén 5)gtgttacag UUE par CUC (fenilalanina por leucina) ambos del grupo de hidrofobos
4.- Entre el exdn 2y exon 3 136650573

7 1 1.- Exdn 1 136648296 > EleSEE -] UUG por CUG (leucing par leucina) sinonima

8 2 1.- Entre exdn 4 y exon 5 136656539 | AsE
2.-zntzs del exdn 5 136658038 | G>A ttgtaavag|empisza exon SHEttacs CAG por CAA [glutaminz por glutamina) sindnima

9 1 1.-Exén S 135550308 G=C CaCgtcttizgctisctcaas GEC por CGC (ghicing por arginina) 22 especizl por un gpo cargado positivaments

La Tabla 42 no contiene informacidén de secuenciacion masiva para el paciente nimero 3
(P3/SHIGM) ya que dicho paciente fue seleccionado gracias a antecedentes familiares que
sugerian la mutacion localizada dentro del exon 4 del gen CD40L. El analisis previo de este
paciente fue realizado por la Dra. Gabriela Lépez Herrera (Lopez-Herrera G. Immunol Res
2015).

Se logré efectuar la caracterizacion de mutaciones en 3 pacientes a partir de muestras de

DNA gendmico. Se utilizaron iniciadores de sentido y antisentido especificos para cada uno
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de los 5 exones que componen al gen (ver metodologia). Tras la amplificacion, se realizé un

corrimiento electroforético que arrojé los siguientes resultados:

b)

480 pb

Figura 44.- Amplificacion del gen CD40L mediante PCR. En la figura a) se observa el gel de electroforesis que
revela el resultado de la amplificacién para el exdn 4; dicho exén fue analizado para los pacientes 1y 2 puesto que es
la localizacién presuntiva de la mutacién reportada. En la figura b) se muestra el resultado de la amplificacion del
exén 3 del gen CD40L; ex6n amplificado para el paciente 3, analizado previamente por la Dra. Gabriela Lépez
Herrera (LOpez-Herrera G. Immunol Res 2015).

La eleccion de los exones a amplificar para cada paciente, se realizé tomando en cuenta los
datos de secuenciacion masiva (Pacientes 1y 2) y el analisis familiar previo (paciente 3). Los
pacientes 1, 2 y 3 fueron quienes mejores resultados de amplificacion arrojaron, por lo que se
decidi6 continuar la metodologia Unicamente utilizando sus muestras.

Secuenciacion y analisis

El analisis de secuenciacion de CD40L de los pacientes 1y 2, corroboré la mutacion
previamente localizada; una mutacion puntual de una citosina a una adenina en la posicién
368 (c.368C>A), lo que provocd un cambio de aminoéacido, de alanina a &cido glutdmico en la
posicion 123 (p.A123E), es decir, de un aminoacido hidrofébico no polar, a un aminoacido
polar con carga negativa. Debido a que ambos pacientes son familiares, se logré reconocer
la misma mutacién en la misma posicion para los dos; con el mismo efecto a nivel de
producto proteico. Esta mutacién ya fue reportada (DiSantos JP, de Saint Basile G, 1993).
Para el paciente 3 cuyos antecedentes familiares (madre y hermano) ya habian sido
analizados por el trabajo previamente citado, se corrobord que presenta la misma mutacion
reportada, en la misma posicién y con los mismos efectos a nivel de producto proteico. Una
delecion de 4 pares de bases, de la posicion 359 a la 362 (c.359_362delCAAA), lo que
provoco un codon de paro prematuro en el aminoacido 126 (p.N101*126). Esta mutacion fue

reportada por primera vez en el hermano del paciente.
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Cambio de base Cambio de base

| l

C TTO G GC C TT GO G GC

Exon 4 normal (DNAg) CAAATTGCGGC

Paciente 1
Paciente 2

e S A —

YA
I V
p !
——

Paciente 1 Paciente 2

CAAATTGAGGC
CAAATTGAGGC

Figura 45.- Analisis de la secuenciacion del exdn 4 en pacientes 1 y 2 de SHIGM. Se observan los
electroferogramas correspondientes a la seccién del exén 4 de CD40L. Las secuencias que se observan a la
derecha muestran el cambio de base nitrogenada que para ambos pacientes se habia determinado

anteriormente mediante secuenciacién masiva.

Delecion
Exon 3
{ CD40L
T (i‘. c [+ +] G
i H Exon 3
11 A Forward
I} Reverse

AL JLIL

TGTTAAACAAAGAGGAGA
TGTTAAA. - - - - GAGGAGA
TGTTAAA. -« - GAGGAGA

Figura 46.- Andlisis de la secuenciacion del ex6én 3 en paciente 3 de SHIGM. Se observa el
electroferograma correspondientes a la seccion del exdén 3 de CD40L. Las secuencias que se observan a
la derecha muestran la region del gen que sufrié la delecién (tanto en secuencia sentido como antisentido),
siendo las mismas mutaciones que se reportaron para los familiares del paciente en el estudio

anteriormente mencionado.
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Caracteristicas clinicas, de fenotipo y genotipo de los pacientes con Déficit de
Adhesion Leucocitaria (LAD)

La poblacion de estudio consta de un total de 6 pacientes con diagnostico clinico de LAD.
Las edades de los pacientes oscilan entre los 1 y 8 meses de edad, son 5 femeninos y 1
masculino. El modo de herencia de esta inmunodeficiencia es Autosémica Recesiva.

Los sintomas observados con mayor frecuencia dentro de la valoracion clinica de los
pacientes, fueron: leucocitosis (100%), neumonias (33%), sepsis (33%); infecciones
necrosantes de los tejidos blandos (100%) y retraso en la separacion del ombligo (100%). La
edad promedio de los pacientes es de 3 meses; los valores inmunoglobulinas séricas no
estan afectadas (datos no se muestran).

Poblaciones leucocitarias

Se determind la proporcion de poblaciones leucocitarias a partir de sangre periférica para
pacientes y testigos sanos (ambos grupos con una n=6) mediante la misma técnica de tincion
utilizada para las poblaciones leucocitarias en pacientes con SCID y SHIGM. El numero
absoluto de cada poblacion leucocitaria fue determinado mediante la misma formula
empleada para los dos grupos de pacientes anteriores.

Las Tablas 43 y 44 contienen la informacion acerca de los porcentajes y valores absolutos de
poblaciones leucocitarias en testigos y pacientes de LAD-l. Los valores de referencia
porcentuales y absolutos para cada poblacién, son los mismos que se reportan en la Tabla
16:

Tabla 43.- Valores porcentuales y absolutos de poblaciones leucocitarias en testigos sanos para LAD-1.

Testigo| Leucocitos | Neutrofilos | Neutréfilos | Linfocitos | Linfocitos | Monocitos | Monocitos
LAD |totales (mm?) (%) (mm?) (%) (mm?3) (%) (mm?)

1 8600 55 4730 21 1860 6 516

2 7800 69.6 5429 25.3 1973 4 312

3 12200 44 5368 43 5246 10 1220

4 8600 55 4730 21 1860 6 516

5 7800 50 3900 38 2964 9 702

6 4600 53.3 2452 34.2 1573 9.6 442
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Tabla 44.- Valores porcentuales y absolutos de poblaciones leucocitarias en pacientes de LAD-1.

Paciente| Leucocitos | Neutrdfilos | Neutréfilos |Linfocitos|LinfocitosMonocitosMonocitos
LAD |totales (mm?) (%) (mm?3) (%) (mm?3) (%) (mm?3)
1 16000 39 6240 48 7689 11 1760
2 14750 52 7670 37 55458 5 738
3 11775 51 5005 30 3533 14 1649
4 34400 61 20984 17 5848 13 4472
5 20000 68 13600 21 4200 7 1400
6 17000 62 10540 20 3400 5 850

Las Figuras 47, 48, 49 y 50 se muestran los analisis estadisticos de los valores porcentuales

y absolutos para las poblaciones leucocitarias, comparando testigos y pacientes de LAD-1:
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Figura 47.- Andlisis estadistico de los leucocitos totales en controles sanos y pacientes con LAD. Analisis en
valores porcentuales y absolutos de leucocitos totales en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann
Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy
significativa, p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.
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Figura 48.- Analisis estadistico de neutrofilos en controles sanos y pacientes con LAD. Andlisis en valores
porcentuales y absolutos de neutrofilos en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann Whitney. La linea
negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy significativa, p<0.01; y

(***) altamente significativa, p<0.001.
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Figura 49.- Andlisis estadistico de linfocitos en controles sanos y pacientes con LAD. Analisis en valores
porcentuales y absolutos de linfocitos en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann Whitney. La linea
negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy significativa, p<0.01; y

(***) altamente significativa, p<0.001.
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Figura 50.- Andlisis estadistico de monocitos en controles sanos y pacientes con LAD. Analisis en valores
porcentuales y absolutos de monocitos en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann Whitney. La linea
negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy significativa, p<0.01; y

(***) altamente significativa, p<0.001.

En las figuras 47, 48, 49 y 50, observamos que existe una diferencia muy significativa con

respecto a los valores totales de leucocitos totales, con un valor de p= 0.0080; diferencia

significativa en valores absolutos de neutrofilos, con un valor de p= 0.0129; diferencia

significativa en valores absolutos de linfocitos y valores absolutos de monocitos, con valores

de p=0.0200 y p= 0.0129, respectivamente.
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Poblaciones de linfocitos T, B y células NK

Mediante las mismas técnicas de tincion para citometria de flujo, y los mismos criterios de

seleccion para la eleccion de poblaciones celulares ya descritas, se determinaron los valores

porcentuales y absolutos de las subpoblaciones de linfocitos T en pacientes con LAD-1.

Las Tablas 45 y 46 muestran los valores porcentuales y absolutos de las subpoblaciones de

células T en testigos sanos y pacientes respectivamente; para ambas, se consideran

normales los valores de referencia de la Tabla 25:

Tabla 45.- Valores porcentuales y absolutos de linfocitos T y B en testigos sanos.

Testigo| Linfocitos T | Linfocitos T | Linfocitos B | Linfocitos B
LAD | CD3+ (%) | CD3+(mm3) | CD19+ (%) | CD19 (mm?3)

1 55 1137 8 165

2 714 1751 11.7 287

3 59.1 2273 23.9 1115

4 55 1137 8 165

5 65.5 1394 5 120

6 64 1540 7.8 188

Tabla 46.- Valores porcentuales y absolutos de linfocitos T y B en pacientes de LAD-1.

Paciente| Linfocitos T | Linfocitos T | Linfocitos B |Linfocitos B
LAD | CD3+ (%) | CD3+(mmd) | CD19+ (%) |[CD19+ (mm?3)
1 71 5453 17 1306
2 66 3602 19 1037
3 49 1735 35 1237
4 57 3333 2 117
5 46 2116 nsd nsd
6 73 2482 12 408

Las Tablas 47 y 48 muestran valores porcentuales y absolutos de las poblaciones de células

NK en testigos y pacientes, respectivamente, considerandose para ambas los valores de

referencia de la Tabla 22:
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Tabla 47.- Valores porcentuales y absolutos de células NK en testigos sanos.

Testigo| Células NK Células NK
LAD | CD16+/56+ (%) | CD16+/56+ (mm?)
1 20 450
2 15.8 388
3 16 615
4 17.2 420
5 22.2 473
6 18 433

Tabla 48- Valores porcentuales y absolutos de células NK en pacientes de LAD-1.

Paciente| Ceélulas NK Células NK
LAD | CD16+56+ (%) | CD16+56+ (%)
1 4 307
2 8 437
3 5 177
4 33 1930
5 11 462
6 14 476

En las figuras 51, 52 y 53, se observan los analisis estadisticos para las poblaciones de

linfocitos T, B y células NK:
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Figura 51.- Analisis estadistico de linfocitos T CD3+ en controles sanos y pacientes con LAD. Andlisis en
valores porcentuales y absolutos de linfocitos T CD3+ en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann
Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy
significativa, p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.
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Figura 52.- Analisis estadistico de linfocitos B CD19+ en controles sanos y pacientes con LAD. Analisis en
valores porcentuales y absolutos de linfocitos B CD19+ en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann
Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy
significativa, p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.
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Figura 53.- Andlisis estadistico de células NK CD16+56+ en controles sanos y pacientes con LAD. Analisis en
valores porcentuales y absolutos de células NK CD16+56+ en controles sanos y pacientes mediante la prueba U-
Mann Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente.

Se observa una diferencia significativa en los valores absolutos de linfocitos T CD3+, con un
valor de p= 0.0200. Las poblaciones de linfocitos B y células NK, no muestran ninguna
diferencia significativa a nivel de valores porcentuales ni absolutos.

Subpoblaciones de linfocitos T

Mediante las mismas técnicas de tincion para citometria de flujo, y los mismos criterios de
seleccién para la eleccion de poblaciones celulares ya descritas, se determinaron los valores

porcentuales y absolutos de las subpoblaciones de linfocitos T para los pacientes de LAD-1.
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Las Tablas 49 y 50 muestran los valores porcentuales y absolutos de las subpoblaciones de

células T en testigos sanos y pacientes respectivamente; para ambas, se consideran

normales los valores de referencia de la Tabla 25:

Tabla 49- Valores porcentuales y absolutos de las subpoblaciones de linfocitos T en testigos sanos.

Testigo| Linfocitos T Linfocitos T Linfocitos T Linfocitos T
LAD | CD3+/CD4+ (%) | CD3+/CD4+ (mm?3) | CD3+/CD8+ (%) | CD3+/CD8+ (mm?)
1 62.2 707 29.2 332
2 54.8 960 41.8 732
3 45.2 1027 40.5 920
4 62.2 707 29.2 332
5 455 635 46.8 653
6 36.6 564 60 924

Tabla 50.- Valores porcentuales y absolutos de las subpoblaciones de linfocitos T para pacientes de LAD-1.

Paciente | Células T CD3+ | Células T CD3+ | Células T CD3+ | Ceélulas T CD3+
LAD CD4+ (%) CD4+ (mm?3) CD8+ (%) CD8+ (mm?3)
1 63 3435 33 1799
2 45 1621 47 1693
3 48 831 43 744
4 81 2700 17 567
5 78 1650 16 338
6 77 1911 19 472

En las figuras 54 y 55 se muestran los andlisis estadisticos para las subpoblaciones de

linfocitos T:

81



s =
= £
+ 100 £ _—
3 T 40001
O 30 . P L]
& O 3000-
0 60 .o - + =
(%) - )
ol .e u" S 2000- .
2 : ; .
E 201 & 1000- .y -
g S -
]

E 0 T T E 0 . .
4 & \i& = & &

&® ® = & &

< ¥ & <

Figura 54.- Andlisis estadistico de linfocitos T CD3+ CD4+ en controles sanos y pacientes con LAD. Andlisis
en valores porcentuales y absolutos de linfocitos T CD3+ CD4+ en controles sanos y pacientes mediante la prueba
U-Mann Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy
significativa, p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.
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Figura 55.- Anadlisis estadistico de linfocitos T CD3+ CD8+ en controles sanos y pacientes con LAD.
Andlisis en valores porcentuales y absolutos de linfocitos T CD3+ CD8+ en controles sanos y pacientes
mediante la prueba U-Mann Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente. (*) Diferencia
significativa, p<0.05; (**) muy significativa, p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.

Se observa una diferencia significativa en valores absolutos para la poblacion de linfocitos T
CD3+ CD4+, con un valor de p= 0.0129; mientras que no se observa ninguna diferencia
significativa para los valores porcentuales ni absolutos de la poblacion de linfocitos T CD3+
CD8+.

Determinacion de la expresion de CD18 y CD11b

Para realizar la determinacion de estas moléculas de superficie, se realizé una tincion triple,
gue consto de los siguientes anticuerpos monoclonales: Anti-CD18/PerCP, Anti-CD11b/FITC

y Anti-CD14/APC. El andlisis de resultados se muestra en la Figura 56:
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Determinacion de la expresion de CD18 , CD11b
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Figura 56.- Andlisis de citometria de flujo para la determinacion de CD18 y CD11b.

En las Tablas 51 y 52, se muestran los resultados de la determinacién de CD18 y CD11b

Obtenidas en unidades de Intensidad Media de Fluorescencia (IMF):

Tabla 51.- Valores de Intensidad Media de Fluorescencia para la determinacion de las moléculas CD18 y
CD11b en testigos sanos.

No. CD18 en CD11b en CD18 en CD11b en
Testigo Neutréfilos Neutréfilos Monocitos Monocitos

IMF IMF IMF IMF

1 1525 142 1260 177

2 924 NSD 240 NSD

3 507 141 540 334

4 NSD NSD 1290 154

5 1447 NSD 2299 NSD

6 870 900 115 1309
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Tabla 52.- Valores de Intensidad Media de Fluorescencia para la determinacion de las moléculas CD18 y
CD11b en pacientes de LAD-1.

CD18 en CD11b en CD18 en CD11b en
Pa::\li:nte Neutréfilos Neutréfilos Monocitos Monocitos
IMF IMF IMF IMF
1 404 28 857 114
2 671 NSD 178 NSD
3 381 151 544 117
4 NSD NSD 1064 102
S 160 NSD 424 NSD
6 4 35 3 3

En las Figuras 57 y 58 se observan los andlisis estadisticos de la determinaciéon de CD18 y
CD11b:
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Figura 57.- Andlisis estadistico de la determinacién de CD18 en monocitos de controles sanos y pacientes
con LAD. Andlisis en valores porcentuales y absolutos de la determinacion de CD18 en monocitos de controles
sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente. (*)
Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy significativa, p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.
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Figura 58.- Andlisis estadistico de la determinacién de CD11b en monocitos de controles sanos y pacientes
con LAD. Analisis en valores porcentuales y absolutos de la determinacién de CD11b en monocitos de controles
sanos y pacientes mediante la prueba U-Mann Whitney. La linea negra representa la mediana correspondiente. (*)
Diferencia significativa, p<0.05; (**) muy significativa, p<0.01; y (***) altamente significativa, p<0.001.

En las Figuras 57 y 58, observamos que existe una diferencia significativa para los valores
porcentuales de la determinacion de CD18, con un valor de p= 0.0159; no se encuentra
diferencia para los valores absolutos. También se encontré una diferencia significativa para

los valores absolutos de la determinacion de CD11b, con un valor de p= 0.0286.

8. DISCUSION

En este trabajo se analizaron las caracteristicas clinicas, moleculares y manifestaciones
inmunoldgicas correspondientes a 3 diferentes inmunodeficiencias primarias: la
Inmunodeficiencia Combinada Severa (SCID) con un grupo de estudio de 9 pacientes;
Sindrome de Hiper IgM (SHIGM), con un grupo de estudio de 9 pacientes; y Déficit de
Adhesion Leucocitaria tipo | (LAD-1), con un grupo de estudio de 6 pacientes. El diagnéstico
clinico de las inmunodeficiencias SCID y SHIGM, se basa principalmente en la historia clinica
de los pacientes, de los que se subrayan las infecciones recurrentes en las vias respiratorias.
Para la inmunodeficiencia LAD, los datos clinicos que conducen al diagnostico, son
principalmente leucocitosis y retraso en la separacion del cordén umbilical (bibliografia).
Inmunodeficiencia Combinada Severa (SCID)

Las manifestaciones clinicas de mayor frecuencia en el grupo de estudio, fueron: neumonia
(67%), gastroenteritis (33%) y sepsis (33%); otras manifestaciones clinicas como candidiasis,
bronquitis, infeccion por CMV y EBV, se presentan con un porcentaje de 11.11%. Se sabe

gue, la Unica esperanza en contra de la agresiva gama de manifestaciones (y de la letalidad
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a edades tempranas) de esta IDP, esta en la realizacion del diagnostico antes de la
aparicion de infecciones graves, asi como también en la terapia de reconstitucion
inmunolégica mediante el trasplante de células progenitoras hematopoyéticas; o inclusive,
terapia génica (47, 48).

La media de edad se encuentra en los 4 meses, lo que indica que a muy temprana edad, los
pacientes de SCID desarrollan las graves manifestaciones clinicas que la caracterizan. El
SCID se define como una inmunodeficiencia primaria caracterizada por un bajo nivel o
ausencia de linfocitos T funcionales, que puede acompafarse de poblaciones disminuidas de
linfocitos B o células NK. Este conjunto de rasgos fenotipicos, desemboca finalmente en una
ausencia de respuesta inmune adaptativa (6, 9).

Se analizaron los porcentajes y valores absolutos de las poblaciones celulares: neutrofilos,
monocitos Y linfocitos; de éstos ultimos se analizaron las poblaciones de linfocitos By T, asi
como las subpoblaciones CD4 y CD8 de los linfocitos T. De los 9 pacientes que conformaron
el grupo de estudio para esta inmunodeficiencia, se observé que Unicamente 5 pacientes
(pacientes 1, 4, 7, 8 y 9) registraron valores séricos dentro del rango de valores de referencia
para los neutrofilos; solo un paciente (paciente 4) mostré valores de linfocitos dentro del
rango de los valores de referencia, mientras que los 8 pacientes restantes registraron valores
inferiores a la referencia. En cuanto a los valores de monocitos, Unicamente dos pacientes
(pacientes 4 y 8) mostraron valores por encima del rango de referencia de dicha poblacién
leucocitaria, el resto del grupo de estudio, se mostré dentro del rango.

Para las poblaciones de linfocitos T, se observé que, todos los pacientes de SCID registraron
valores por debajo del rango de referencia, sin excepcion. De la misma manera, las
subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ y las células NK, también tienen en todos los
casos valores por debajo del rango de referencia, mientras que para la poblacion de linfocitos
B, tres de los pacientes (pacientes 2, 5 y 9) mostraron valores séricos dentro del rango de
referencia para linfocitos B; el paciente 4, registr6 un valor superior al rango de referencia vy,
el resto de pacientes, se encontrd con niveles por debajo de la referencia para linfocitos B.
Con esta informacién, y tras el andlisis estadistico, se observaron diferencias significativas
para las poblaciones leucocitarias siguientes: linfocitos (a nivel porcentual y absoluto), con
valores de p= 0.0054 y p= 0.0028 respectivamente; porcentaje de neutrofilos, con un valor de
p= 0.0422; porcentaje y valores absolutos de linfocitos T, con valores de p= 0.0002 y

p<0.0001 respectivamente; porcentaje de linfocitos B con un valor de p= 0.0003; valores
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absolutos de células NK, con un valor de p= 0.0040; porcentaje y valor absoluto de linfocitos
T CD3+ CD4+, con valores de p= 0.0078 y p<0.0001 respectivamente; y valores absolutos de
linfocitos T CD3+ CD8+, con un valor de p<0.0001.

Las observaciones fenotipicas anteriormente descritas, son altamente relacionables con el
tipo de SCID de interés para el estudio realizado, es decir, SCID ligado al X asociado con
una deficiencia en la cadena yc del receptor de IL-2. Dicha relacibn se basa en la
observacion de poblaciones disminuidas de linfocitos T circulantes en todos los pacientes,
gue ademas también muestran, en todos los casos, una disminucion de las células NK en
circulacién. Asi mismo, 5 de los 9 pacientes del grupo de estudio, también mostraron
disminucién en los valores de linfocitos B en circulacion. La informacién con la que se ha
contrastado, sugiere que no siempre existe una disminucion de células B y NK para este tipo
especifico de SCID, sin embargo, la disminucion de células NK es mucho mas frecuente en
los pacientes confirmados (47).

Fue incluso antes de la caracterizacidbn genética de esta patologia que se reconocid que
alrededor del 50% de los casos de SCID en varones corresponden a mutaciones en este gen,
con consecuencias tales como la alteracion de la via de sefalizacion de las interleucinas,
principalmente causado por la falta del estimulo proveniente de la IL-7 en el desarrollo de
precursores de linfocitos T desde el timo (48). Adicionalmente, la baja poblacién de células
NK también encuentra su explicacién por alteraciones en la via de sefializacién de IL-15,
necesario para su desarrollo (48). Como se menciond ya en la introduccion de este trabajo, la
cadena gamma comun se denomina de esta forma debido a que es compartida por varios
receptores, y dentro de cada uno de ellos, se asocia a cadenas especificas para cada
sefializacion, mejorando su afinidad y, en consecuencia, la sefializacion necesaria para cada
estirpe celular.

En cuanto a lo observado para las subpoblaciones de linfocitos T, se debe tomar en cuenta
gue no sélo una alteracién en la unién de ciertas citocinas es la consecuencia de la mutacion
en el gen IL2RG; esta mutacion también puede derivar en alteraciones de la interaccion
intracelular con la cinasa de Janus 3 (JAK3), que, ademas de contribuir al fenotipo
caracteristico (T-B+NK-), también se engloba dentro de la serie de alteraciones del eje IL-
7R/yclJAK3, en donde el desarrollo de los linfocitos T en pacientes, se detiene en el estadio

doble negativo (CD4-CD8-) del linfocito, el cual corresponde a la etapa previa al rearreglo del
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gen del TCR. Por esta razon, se observa también un fenotipo de expresion baja en las
poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ (48, 49).

En cuanto a las mutaciones propuestas mediante la técnica de secuenciacion masiva, que
fueron proporcionadas previo a la realizacion del presente trabajo, y que fueron corroboradas
para dos de los pacientes que conformaban el grupo de estudio, se encontrd, para el primero
de ellos (P1), la mutacién sugerida por secuenciacién masiva correspondiente a una delecion
de timina en la posicion 1015 del DNA codificante, proveniente del exén 7 (c.T1015d). Dicha
informacion, al compararse contra la base de datos que proporciona Ensembl gene

( https://www.enseml.org/) , deriva en un cambio de aminoacido de serina a arginina en la

posicion 308 a nivel de proteina (p.S308R). Dicho cambio tiene su traduccion, dentro de las
caracteristicas quimicas de cada aminoacido, a la sustitucion de un aminoacido polar sin
carga a un aminoacido polar con carga negativa. Dicho cambio puede conducir a
alteraciones en la conformacion final de la cadena gamma comun, sin embargo, se precisan
de estudios donde se observe la expresion de la cadena en este paciente para hablar del
efecto fenotipico consecuencia de la mutacion ya mencionada.

Para el paciente 2 (P2), la mutacion sugerida en la informacién previa, se localizaba también
dentro del exon 7, pero en una posicion distinta a la anterior. Se corroboré dicha mutacion,
hallandose una transicion de citosina por guanina en la posicion 957 del DNA codificante
(c.C957G). Tras una comparacion similar con la base de datos utilizada para la mutacion del
paciente 1, se identific6 un cambio de arginina por glicina en la posicion 289 a nivel de
proteina (p.R289G), lo que se traduce al cambio de un aminoacido polar con carga positiva a
un aminoacido polar sin carga. De la misma manera que en el caso anterior, se precisa de un
estudio de expresién de la cadena gamma comun para conocer los efectos de esta mutacion
en el fenotipo del paciente.

A lo largo de la historia de esta patologia, y, a partir del diagndstico molecular asociado al
gen IL2RG, se han descrito mas de 300 mutaciones que derivan en esta condicion. Se sabe
gue la mayoria de estas mutaciones, corresponden a cambios muy pequefios dentro de la
secuencia original, es decir, que corresponden a cambios en uno o muy pocos nucleétidos,
dentro de los 8 exones de que consta dicho gen. En términos generales, los cambios
presentes en la secuencia original provocan la expresion de una proteina no funcional o, en
el peor de los escenarios, a una completa ausencia de la expresion de la cadena yc (25).

Recordemos que la cadena yc, forma parte de una familia de receptores triméricos, cuya
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afinidad de union con el sustrato esta en funcién de las cadenas presentes al momento de la
asociacion. La cadena yc, es parte indispensable para que los receptores de muditiples
citocinas, presenten una afinidad de media a alta, con lo que es mas prolongado el tiempo de
unién a sustrato y la disociacion de esta union es mas complicada; este conjunto de factores
es esencial para la posterior cadena de sefalizacion necesaria para cada una de las estirpes
celulares que dependen de esta via.

Siendo considerada la técnica estdndar para la validacion de resultados mediante la
secuenciacion masiva, la secuenciacion Sanger, constituye un pilar del diagnostico molecular
de multiples patologias; para fines de este estudio, el diagndstico molecular de SCID en
pacientes pediatricos.

Sindrome de Hiper IgM ligado al X (SHIGM)

Con un grupo de estudio de 9 pacientes también, las manifestaciones clinicas de mayor
frecuencia para esta IDP fueron: infecciones de vias respiratorias (100%), neumonia (70%),
sepsis (30%) y diarrea cronica (23%). La edad promedio de los pacientes es de 4 afios, lo
gue nos permite observar que, a pesar de desarrollar los cuadros clinicos a temprana edad,
los pacientes de SHIGM tienen una esperanza de vida superior a la de los pacientes de SCID,
IDP de mayor agresividad.

Definida como una IDP cuya caracteristica principal es la de mostrar valores séricos
normales o elevados de la inmunoglobulina IgM en ausencia o valores muy disminuidos del
resto de inmunoglobulinas circulantes, atribuidos a mutaciones en el gen CD40L, codificante
para la proteina del mismo nombre, localizada en linfocitos T activados y cuya interaccion
con su receptor es de vital importancia para la generacion de toda la gama de
inmunoglobulinas circulantes (50). En los pacientes analizados, se observd que 3 de ellos
(pacientes 1, 2 y 4) tienen valores séricos por debajo del rango de referencia para el isotipo
IgM. El paciente 3 (P3), cuya muestra completé la metodologia, cuenta con valores séricos
dentro de los rangos de referencia para los tres isotipos de inmunoglobulinas estudiados,
fenotipo que se analizara mas adelante. Otros pacientes con valores séricos dentro del rango
para esta inmunoglobulina, fueron los pacientes 7 y 8. Los pacientes 5, 6 y 9, registraron
valores ligeramente por encima del rango de referencia.

Para la inmunoglobulina IgG, 5 pacientes (pacientes 1, 2, 4, 5 y 6) mostraron valores por
debajo del rango de referencia de este isotipo, mientras que los pacientes 3, 7, 8 y 9,

registraron valores dentro del rengo de referencia. En cuanto al isotipo de IgA, los pacientes
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3 y 9, registraron valores dentro del rango de referencia, mientras que el resto de los
pacientes del grupo de estudio, registraron valores inferiores al rango. La causa a la que se
atribuye el fenotipo caracteristico ya mencionado de esta IDP, es que las células B naive en
circulacion, expresan inmunoglobulinas de membrana IgM e IgD, pero son incapaces de
llevar a cabo el proceso de cambio de isotipo que da origen al resto de inmunoglobulinas (51).
Para los resultados obtenidos del estudio de poblaciones leucocitarias, se observd una
diferencia significativa en los porcentajes de neutrofilos (p=0.0168); porcentajes de linfocitos
(p= 0.0419); porcentaje de linfocitos B CD19+ (p= 0.0008) y porcentaje de células NK (p=
0.0171). Los valores disminuidos de las poblaciones celulares mencionadas, son comunes,
de acuerdo con lo descrito en estudios ya publicados, cuando los pacientes de SHIGM
cursan con un cuadro de neutropenia (52), aunque la etiologia es desconocida. Una hipotesis
sostiene que probablemente exista una interaccion entre la proteina CD40L anormal, con
células estromales, lo que podria impactar en la sintesis adecuada de factores de
crecimiento de granulocitos (53).

La poblacién de linfocitos T CD3+, no mostré diferencia significativa entre testigos y
pacientes, a nivel porcentual ni de valores absolutos, en ninguno de los pacientes del grupo
de estudio. De la misma manera, las subpoblaciones de estos linfocitos, tampoco mostraron
diferencias significativas en porcentajes ni valores absolutos.

La proteina CD40L, que se encuentra en la superficie de linfocitos T activados, interacciona
con su receptor CD40, ubicado en la superficie de células dendriticas, monocitos, neutréfilos
y en linfocitos B, con el propésito de inducir la activacion de esta ultima poblacion de
linfocitos, y asi conducir el cambio de isotipo y la hipermutacion somética; dos mecanismos
por los cuales, un linfocito B serd capaz de producir el resto de inmunoglobulinas de
circulacion (29).

Los resultados de las subpoblaciones de células B, muestran diferencia significativa en los
porcentajes de células B naive (p= 0.0014); células B de memoria sin cambio de isotipo (p=
0.0004); celulas B de memoria con cambio de isotipo (p= 0.0004) y células b de memoria
total (p= 0.0004). Los valores absolutos de células B con cambio de isotipo y de las células B
de memoria total, también mostraron diferencias significativas, con valores de p= 0.0004 y p=
0.0169, respectivamente. Las poblaciones de plasmablastos y células transicionales no
mostraron ninguna diferencia significativa a nivel porcentual o de valores absolutos, entre

testigos sanos y pacientes de SHIGM.
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Los resultados anteriores pueden explicarse mediante el conocimiento de que la alteracion
en la formacion de centros germinales ocasionada por defectos en la proteina CD40L,
resultan en el deterioro del desarrollo de las células de memoria con cambio de isotipo (54).
La gran mayoria de las fuentes consultadas, correlacionan las observaciones fenotipicas de
pacientes con SHIGM a las alteraciones en la proteina CD40L, mediante mudltiples
mecanismos.

En cuanto a los resultados referentes al andlisis molecular del gen CD40L, se corroboraron
las mutaciones (mediante analisis de secuenciacion) que habian sido sugeridas previamente
gracias a la técnica de secuenciacibn masiva (que, de la misma manera que para los
pacientes de SCID, fue proporcionada al servicio de la UIID previo a la realizacién de este
estudio). Las mutaciones en tres pacientes fueron identificadas tras el andlisis de
secuenciacion, los pacientes 1 y 2 (que son familiares) contaban con informacién de
secuenciacion que ubicaba a la mutacién dentro del exén 4 de CD40L para ambos pacientes,
es decir, la misma mutacion, en la misma posicion y con el mismo efecto. El paciente 3, no
contaba con la sugerencia de una localizacion de la mutacion, de la misma manera que con
los otros pacientes del grupo de estudio, sino que formaba parte de un estudio previamente
realizado donde, por antecedentes familiares de su madre y hermano, se presumia que
presentaba el mismo cambio en la secuencia del exon 3, con los mismos efectos fenotipicos.
Parte del estudio mencionado para este paciente, se explicé ya dentro de la discusion de
resultados al decir que este paciente contaba con valores séricos dentro de los rangos de
referencia para las tres inmunoglobulinas estudiadas.

Los pacientes 1 y 2, mostraban una mutacién puntual de una citosina por una adenina en la
posicion 368 del DNA codificante (c.368C>A), cuyo efecto a nivel de proteina era el cambio
de alanina por acido glutamico en la posicion 123 del producto (p.A123E), que se traduce al
cambio de un aminoacido hidrofébico no polar por un aminoacido polar con carga negativa.
Se corroboré, junto con que la misma mutacién coincide con ambos pacientes, que es la
misma descrita mediante secuenciacion masiva. Estudios conjuntos de expresion de CD40L,
ayudarian a develar el efecto fenotipico provocado por el mencionado cambio molecular.

Los antecedentes del paciente 3 coincidieron con lo corroborado tras el analisis de
secuenciacion realizado en este estudio, es decir, se encontré el mismo cambio de secuencia
gue presentaban la madre y hermano del paciente dentro del exén 3 (53). Dicho cambio

corresponde a la delecién de cuatro bases nitrogenadas, de la posicion 359 a la 362, a nivel
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de DNA codificante (c.359_362delCAAA), lo que genera un cambio en el marco de lectura y
la aparicion de un codon de paro prematuro en el aminoacido 126 (p.N101*126). La mutacion
reportada para el paciente 3, tiene la particularidad de que la expresion de la proteina no se
ve afectada. Como ya se menciond, se produce un cambio en el marco de lectura que induce
la formacion de un codon de paro prematuro en el dominio ECU, lo que, fenotipicamente se
refleja como una proteina trunca aunque detectable mediante el uso de diferentes
anticuerpos, pero afectada en su funcionalidad, por lo que no puede inducir la proliferacion
de las células B (50). Estos resultados demuestran la gran importancia de efectuar un
diagnostico molecular completo para desechar o aceptar la hipétesis de una IDP, puesto que
sienta el precedente de una observacion de fenotipo de expresion normal de
inmunoglobulinas aun cuando los valores bajos de IgM, constituyen la principal evidencia que
lleva a sospechar de SHIGM (50).

Déficit de Adhesion Leucocitaria tipo 1 (LAD-1)

El grupo de estudio de esta IDP, constd6 de 6 pacientes, y a diferencia de las dos
inmunodeficiencias anteriores, cuenta con 5 pacientes femeninos y 1 paciente masculino.
Las manifestaciones clinicas mas frecuentes dentro del grupo de estudio fueron: leucocitosis,
infecciones necrosantes de tejidos blandos y retraso en la separacién del ombligo, todas con
100% de frecuencia, asi como neumonia y sepsis, ambas con 33% de frecuencia.

Ninguno de los pacientes supera los 12 meses de edad, por lo que observamos también que
las manifestaciones clinicas severa se presentan a edad temprana en los pacientes de esta
IDP.

Se define como un grupo de afecciones caracterizado por fallas en los procesos de adhesion
de leucocitos al endotelio. En la infancia, comienza a manifestarse en la forma de
leucocitosis graves e infecciones recurrentes (34). Se distinguen tres tipos de esta IDP. LAD-
1 es un trastorno asociado a mutaciones en el gen ITGB2, codificante para la cadena comudn
B2 de la integrina (conocida también como CD18). Un alto porcentaje de las mutaciones
descritas para CD18, se ve reflejado en el dominio extracelular de la proteina (34).

El andlisis de poblaciones leucocitarias mostrd, como ya fue mencionado, leucocitosis para
todos los pacientes del grupo de estudio. Evidentemente, se encontraron diferencias
significativas para los leucocitos totales (p= 0.0080); valores absolutos de neutrdfilos (p=
0.0129); valores absolutos de linfocitos (p= 0.0200); de monocitos (p= 0.0129); linfocitos T
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CD3+ (p= 0.0200); linfocitos T CD3+ CD4+ (p= 0.0129); diferencia significativa en el
porcentaje de CD18 (p= 0.0159); y en el valor absoluto de CD11b (p= 0.0286).

Para los valores de linfocitos, s6lo uno de los pacientes (paciente 2) mostré valores por
encima del rango de referencia, mientras que los 5 pacientes restantes registraron valores
ubicados dentro del rango de referencia.

Caso contrario fue el observado para las poblaciones de neutréfilos, donde Unicamente un
paciente (paciente 3), registré valores dentro del rango de referencia para dicha poblacion,
mientras que el resto del grupo de estudio mostro valores por encima de dicho rango. Dos
pacientes mostraron valores dentro del rango de referencia en el andlisis de monocitos
(pacientes 2 y 6), mientras que los cuatro pacientes restantes registraron valores por encima
del rango de referencia.

El paciente 3 fue el Unico en registrar un valor por debajo del rango de referencia en cuanto a
la poblacién de linfocitos T, mientras que los demas pacientes registraron valores dentro del
rango. En cuanto a linfocitos B, tres pacientes (1, 2 y 3) registraron valores dentro del rango
de referencia, mientras que los otros tres pacientes (4, 5 y 6), registraron valores por debajo
de dicho rango.

El paciente 4 fue el Unico en registrar valores por encima del rango de referencia en cuanto a
células NK, mientras que los 5 pacientes restantes registraron valores dentro del rango. En
las subpoblaciones de linfocitos T, el paciente 3 registr6 un valor debajo del rango de
referencia en células T CD3+CD4+; el resto de pacientes registré valores dentro del rango de
referencia. El paciente 1, mostrd valores por encima del rango de referencia para las células
T CD3+CD8+, mientras que los pacientes 5y 6, mostraron valores por debajo del rango; los
pacientes 2, 3 y 4, mostraron valores dentro del rango.

En cuanto a la expresiéon de CD18 y CD11b, es importante para orientar el diagnostico de
una IDP de LAD-1. Hubo dos pacientes con la expresiéon de CD18 y CD11b casi nula; los
otros pacientes tuvieron baja expresion. La mayoria de los pacientes con LAD-1 no expresan
CD18, por lo que esta tincion es de gran ayuda al diagnostico; sin embargo, en los ultimos
afios se ha visto pacientes con LAD y una baja expresion de CD18 y CD11b (37). Por esta
razon, lo que siempre es importante el diagnostico definitivo que nos da la blusqueda de la
mutacion por las técnicas de biologia molecular.

En la mayoria de los casos, analisis de secuenciacion para los exones del gen ITGB2,

pueden revelar y ayudar en el diagnostico molecular de esta patologia, ya que el diagndstico
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clinico esta principalmente basado en las manifestaciones clinicas y la marcada leucocitosis,
tal y como se pudo observar en nuestro grupo de estudio.

Debido a multiples factores que acortaron la disponibilidad de tiempo de trabajo, no se pudo
llevar a cabo la seccién de la metodologia que comprende las técnicas de biologia molecular,
por lo que los resultados presentes sélo pueden contribuir al diagnéstico clinico mediante la

comparacion de la manifestacion de sintomas y los estudios por citometria de flujo.
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Conclusiones:

A los pacientes con IDP’s del tipo SCID gamma comun, SHIGM y LAD; es necesario
realizarles el estudio fenotipico de sus poblaciones leucocitarios para orientar el
diagndstico de la Inmunodeficiencia.

La mayoria de los pacientes con SCID tienen decremento profundo de sus
poblaciones de células T, que corrobora con infecciones graves con patdgenos
oportunistas.

La mutaciones en los dos pacientes con SCID estuvieron localizadas en el exén 7; el
paciente 1 ¢.T1015d, p.S308R y el paciente 2 ¢c.C957G; estds mutaciones ya estan
reportadas.

Los pacientes con SHIGM tienen problemas con la diferenciacion de células B de
memoria con cambio de isotipo y eso se debe a los defectos de la proteina CD40L, la
cual se expresa en células T y esta célula colabora con la célula B para que prolifere y
pueda diferenciarse a célula B de memoria y células plasmaticas.

Se encontraron 2 mutaciones en tres pacientes; dos pacientes estan relacionados y el
tercero no. El paciente 1y 2 tuvieron la mutacion c.368C>A, p.A123E ; esta mutacion
ya esta reportada. En el paciente 3 su mutacion fue ¢.359_362delCAAA; p.N101*126;
la cual fue reportada por primera vez en su hermano.

Los pacientes con LAD-1 tienen una expresion baja o nula de las proteinas CD18 y
CD11b. Esta determinacion orienta el diagndstico, pero para un diagnéstico definitivo
es necesario el analisis molecular; con el fin de encontrar la mutacién que explique el

fenotipo clinico.
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PERSPECTIVAS

Realizar estudios de expresion de la cadena gamma comun en los pacientes de SCID
donde se corroboraron las mutaciones.

Realizar estudios funcionales en todos los pacientes donde se corroboraron las
mutaciones en SCID e SHIGM).

Completar la metodologia con las muestras de los pacientes de LDA.1 para identificar

las mutaciones dentro del gen ITGB2.
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Il. APENDICE

Fundamentos de las técnicas empleadas en la metodologia

Citometria de flujo

La citometria de flujo es un método analitico capaz de realizar determinaciones fisicas y
quimicas de particulas en suspensiéon como ceélulas, cromosomas, mitocondrias, nucleos
celulares que producen una sefial tras su interaccion con una fuente emisora de luz y que es
registrada por un sistema de deteccion. Los pardmetros celulares que pueden medirse
mediante el uso de un citometro de flujo son el tamafio, la complejidad o forma de las células,
asi como moléculas de superficie celular que puedan ser sujetas a deteccion gracias a la
unién de anticuerpos marcados con fluorocromos; moléculas que absorben la radiacion
emitida por la fuente de luz y que producen una sefal detectada y registrada para su
cuantificacion (42).

La citometria de flujo es una técnica que esta basada en el paso de células u otras particulas
en suspension que son alineadas y hechas pasar una a la vez frente a un haz luminoso en
un punto denominado “punto de interrogacién”. Tras el enfrentamiento llevado a cabo en el
punto de interrogacion, dos tipos de emisiones son reconocidas: la generada por la
dispersion de la luz y la generada por la emision de los fluorocromos. Las sefiales luminosas
son retenidas por filtros que las convierten en impulsos eléctricos y posteriormente
amplificadas para ser reconocidos como sefales digitales procesadas por un sistema
computarizado (42).

Detectores de luz
rojay naranja

Detector ds
Uz reflejada
g90° Detector de

Uz verde

Espejos reflectores
de luz de
determinadas
longitudes de onda

Detector
de luz
incidente

Fuente de luz laser

Estructura general de un citometro de flujo.

Un citometro de flujo consta de componentes como un sistema hidraulico, un sistema optico
y un sistema electrénico.

El sistema hidraulico consiste de un conjunto de controles neumaticos y fluidicos necesarios
para establecer un flujo laminar (velocidad y presién constante). Permite el alineamiento de
las particulas o células cuyo flujo sera roto después, dentro de los separadores celulares, en
gotas de un tamafio uniforme para garantizar la separacion en células individuales (43).
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El sistema Optico se conforma de laseres, filtros, lentes y detectores. Comunmente la fuente
de luz es producida por un laser de gas argon, el cual es refrigerado por aire y produce una
luz monocromatica de 488 nm. Dicha luz tiene la funcién de excitar a los fluorocromos y
provoca la dispersion de la luz que se traduce en la informacion de las diferentes
caracteristicas celulares. Un citometro puede contar con 2 o 3 laseres. La fraccion del
sistema oOptico en que quedan agrupados los laseres se conoce como Optica de excitacion.
La Optica de lectura se compone por los lentes de recoleccion de luz y el sistema de espejos
y filtros para seleccionar las longitudes de onda especificas y guiarlas a los detectores
correspondientes (43).

El sistema electronico es el encargado de recoger y cuantificar los destellos de fluorescencia
y dispersion de la luz. Por computadora es que se obtiene la carga electrénica de las gotas
gue contienen a las células o particulas de interés y que son posteriormente sometidas a
deflexion o recolectadas en tubos especificos. La computadora esta también encargada del
almacenaje de datos de miles de células o eventos por muestra, ademas de su
representacion grafica (43).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Desarrollada en 1985 por el investigador de la Cetus Corporation, Kary Mullis, la Reaccion en
cadena de la polimerasa o PCR, es una técnica de biologia molecular que tiene su
fundamento en la replicacion del material genético que las células llevan a cabo previo a su
division. Mediante el uso de dos oligonucleétidos o primers, diseflados para unirse a las
cadenas de DNA en regiones especificas y por complementariedad de bases, los cuales tras
su unién son alargados ciclicamente mediante la accion de una DNA polimerasa. La reaccion
completa se aplica para la sintesis in vitro de millones de copias de una region en especifico
de DNA, ya que la cantidad del material genético de interés aumenta de manera exponencial
por cada ciclo (44).

Cada ciclo de una PCR esta compuesto por tres etapas correspondientes a tres diferentes
temperaturas, temperaturas a las cuales se lleva a cabo un paso distinto de la reaccion
absoluta. La denominacion para cada una de las etapas de los ciclos de la PCR es:

e Desnaturalizacion: en este paso se han de separar las dos cadenas de la muestra de
DNA gracias a un aumento de temperatura que puede ir desde los 92 a los 98°C por
un tiempo de 30 a 90 segundos.

e Alineamiento: en esta etapa, los oligonucleétidos o primers localizan su secuencia
complementaria dentro de las cadenas sencillas del DNA que se desnaturalizon en el
paso anterior. Existe un primer que reconoce a la cadena en direccién 5'-3" y otro
primer que reconoce a la secuencia 3’-5'. Ambos primers, tras su apareamiento,
delimitan la region de interés que se pretende amplificar. La temperatura disminuye de
50 a 60°C por un tiempo de 30 a 60 segundos.

e Extension: esta es la etapa donde una DNA polimerasa termoestable extiende la
longitud de las secuencias de los primers, originando con esto nuevas cadenas
complementarias a las dos cadenas originales. Se lleva a cabo a una temperatura de
entre 70 y 74°C por un tiempo promedio de 30 a 90 segundos.
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Cada reaccion completa de PCR puede involucrar de 30 a 40 ciclos.

Cuando se realizaban los primeros ensayos de la técnica, era necesario afladir una nueva
cantidad de enzima que sustituyera a la anteriormente adicionada, ya que las altas
temperaturas la inactivaban tras cada ciclo. Se opté por utilizar la DNA polimerasa del
organismo Thermus aquaticus, capaz de tolerar e incluso efectuar su actividad a una
temperatura Optima de 90°C.

Es una técnica ampliamente empleada debido a su alta especificidad. Unicamente las
secuencias de DNA que han sido delimitadas por el apareamiento de los primers es la que se
amplifica. Adn si el fragmento delimitado constituye una muy pequefia fraccion de la muestra
de DNA inicial, este sera accesible a amplificacion por PCR (44).

PCR Components PCR Cycle
e
[ G
g ~ —————
[~ A T 195'c~5rrands separate

DNA Sample Primers Nucleotides

P —
. I = U/ l 55°C ~ Primers bind template

Mix Buffer PCR Tube

Taq polymerase

|

(
\ BioMadam.com

\ C, l 72°C - Synthesise new strand

il

i
"
! PCR Cycle

Thermal Cycler

Diagrama de reactivos y etapas de una reaccion de PCR.

Secuenciacion de Sanger

Puede comprenderse a la reaccién de secuenciacion por el método de Sanger como una
modificacién de la técnica de PCR cuyo propoésito es llevar a cabo una polimerizacion de
DNA utilizando dideoxinucle6tidos como terminadores de reaccion. El uso de esos
dideoxinucleétidos marcados con fluoroforos es justamente el punto donde radica la
modificacién de una PCR normal. Cuando se habla de dideoxinucleétidos (ddNTPs), debe
entenderse que se trata de un nucleétido que ha perdido su grupo OH de la posicién 3’ y que
por lo tanto, al ser incorporado para la sintesis de una nueva molécula de DNA o RNA, no
proporciona un sitio de anclaje para continuar con la elongacioén de la cadena (45).

Una vez que se ha amplificado un gen de interés mediante una PCR, y se corrobora que el
producto de dicha reaccién sea el deseado (esto mediante la comparacién del peso
molecular del producto contra un marcador de distintos pesos moleculares, realizando una
electroforesis en gel de agarosa) el siguiente paso en el analisis de la secuencia amplificada
consta de una purificacion de producto de PCR y la reaccion de secuenciacion con método
de Sanger.

Tal como si se tratara de una segunda PCR, se requiere la preparacion de reacciones, esta
vez, una por cada sentido de la secuencia a conocer, es decir, una reaccion de
secuenciacion para el primer de sentido (o forward) y una para el primer de antisentido (o
reverse). En esta reaccion, en lugar de utilizarse DNA como muestra a amplificar, se utiliza el
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producto de PCR confirmado. Se adicionan tanto dNTPs (desoxinucleotidos tri-fosfato
usados como bloques de construccién de la nueva hebra) como ddNTPs, esto con la
finalidad de obtener mdltiples secuencias de distintos tamafios, cuyo extremo final esta
sefialado por el fluoréforo unido al ddNTP.

Una electroforesis capilar serd la encargada de analizar estos nuevos fragmentos
sintetizados, para posteriormente obtener la representacion grafica de la secuencia en la que
cada base nitrogenada proporciona una sefial de especificidad. A dicha representacion
grafica de la informacion obtenida al término de la secuenciacion, se le denomina
“electroferograma”.

Sequencing reaction Capillary
electrophoresis

known  unknown '
sequence sequence *

GRS |

dNTPs: =<
«T=¢

+A® time
ddNTPs: Lot

«T-

J 7

template
S | poe ] |3

Y4
I

result

<AL

<AL AL
LA EAC ST
LA 4O TGN
LA AL TCEAAD
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reaction
products
signal

———
time

Diagrama general de la secuenciacion por método de Sanger.

Preparacién de reactivos

= PBS 10x
NacCl 80g¢
NazHPO4*2H20 29 ¢g
KCI 29
KH2POa4 29
H20 bidestilada cbp 1000 Ml
pH 7.4

Filtrado con membrana de 22 pm vy
diluido a 1x antes de utilizar.
= Solucién fijadora 1%
Paraformaldehido 37% 3.7mL
PBS cbp 100 mL
= Solucién de Turk
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Acido acético glacial
H20 bidestilada cbp
Azul de metileno

= SFB-PBS
SFB 8%

PBS cbp
= RPMI suplementado

SFB

Estreptomicina 1000pg/mL
Penicilina 1000ug/mL
Glutamina 2mM
Antimicético

Aminoé&cidos no esenciales
Piruvato

2-mercaptoetanol

RPMI cbp

Agarosa 2%
Tae bromuro de etidio

3.0mL
100 mL
2 gotas

0.8 mL

10 mL

10 mL
1ImL
1mL
1ImL
1mL
1mL
1 Ml
100 pL
100 ml
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