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1. INTRODUCCION

1.1  Inmunodeficiencias primarias

Las inmunodeficiencias primarias (IDPs) constituyen una gran variedad de
enfermedades o desordenes hereditarios y son el resultado de defectos
monogeénicos que afectan el desarrollo o funcion del sistema inmunoldgico (Figura
1). Las IDPs generalmente se manifiestan a edad temprana y presentan una gran
variedad de manifestaciones clinicas e inmunoldgicas, que van desde condiciones
asintomaticas hasta afecciones potencialmente mortales. Sin embargo, la mayoria
de los trastornos implican una mayor susceptibilidad a infecciones, inflamacion
sistémica, autoinmunidad y malignidad, por lo cual, el diagndstico correcto y
oportuno ha representado todo un reto para los médicos (Casanova et al., 2007,
revisado en Mukherje y Thrasher, 2013).

La presencia de IDPs se ha reportado con mayor frecuencia en poblaciones
endogamicas o con tasas altas de consanguinidad (Notarangelo, 2010). La
incidencia global varia drasticamente, de 1 en 600 a 1 en 500,000 recién nacidos
vivos, dependiendo de diversos factores como el tipo de desorden o la poblacién
étnica estudiada. Un estudio en Estados Unidos reportd que la prevalencia
aproximada de IDPs en nifios nacidos vivos es de 1 de cada 1200 nacimientos,
siendo la deficiencia de IgA la IDP mas comun (Boyle y Buckley, 2007).
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Figura 1. Las inmunodeficiencias primarias se originan por
defectos en la funcion de diversos componentes del sistema
inmune. Las IDPs que se han reportado con mayor frecuencia
involucran aquellas donde se encuentra afectada la respuesta
humoral por si sola, 0 en combinacion con la respuesta celular.

No obstante, estudios recientes han demostrado que las IDPs pueden ser mas
comunes que lo que se estimaba anteriormente (Bousfiha et al., 2013). La baja
prevalencia de estas condiciones en México se debe al registro deficiente de los
casos identificados, asi como al desconocimiento general y especifico de las IDPs
por parte de los médicos, ademas de la inaccesibilidad de los estudios de
diagndstico que ocurre en la mayor parte de los hospitales de México (Coria et al.,
2010).

Recientemente, Stray-Pedersen y colaboradores realizaron un estudio basado en
la secuenciacion del exoma completo (Whole Exome Sequencing, WES por sus
siglas en inglés) para detectar las variantes genéticas asociadas a IDPs. El estudio
contempl6 pacientes caracterizados clinicamente con IDPs de 278 familias de 22
paises, reclutadas consecutivamente de 2010 a 2015. Las mutaciones mas
comunes fueron de tipo “sin sentido” (64%) y los principales patrones de herencia
observados fueron la herencia autosémica recesiva (45%), seguida de la

autosomica dominante (38%) (Figura 2).
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Figura 2. Caracteristicas de las causas genéticas de
inmunodeficiencias primarias. A, Tipos de mutaciones
asociadas a IDPs. B, Patrones de herencia de mutaciones
asociadas a IDPs.

1.2 Clasificacidon de las inmunodeficiencias primarias

En los ultimos afos, el avance y desarrollo de nuevas y mejores herramientas
tecnoldgicas genéticas, ha permitido identificar el gen o los genes involucrados en
causar dichas anomalias. La Union Internacional de Sociedades de Inmunologia
(IUIS, por sus siglas en inglés), con el objetivo de ayudar a los médicos y otros
investigadores a reconocer y a otorgar un mejor tratamiento para los pacientes,
realiza constantes actualizaciones en la clasificacion de las IDPs (Figura 3). El
registro actual ha enumerado 354 desordenes distintos y 344 defectos genéticos, y
ha clasificado las IDPs en nueve grupos: las que afectan la inmunidad celular y
humoral; las combinadas con caracteristicas asociadas a sindromes; la deficiencia
de anticuerpos; las alteraciones en la regulacion de la respuesta inmune; los
defectos congénitos del numero y/o funcion de fagocitos; los defectos de la
inmunidad innata; los trastornos autoinflamatorios; las deficiencias en el sistema

del complemento; y las fenocopias de IDPs (Picard et al., 2017).
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Figura 3. Clasificacion de las inmunodeficiencias primarias.
Las IDPs se clasifican en nueve grupos dependiendo del
componente inmunoldgico que se encuentra afectado (IPOPI:
www.ipopi.org).



2. ANTECEDENTES

2.1 Sindrome de Wiskott-Aldrich

El sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS, por sus siglas en inglés) es una
inmunodeficiencia primaria combinada ligada al cromosoma X. Este raro desorden
es causado por mutaciones en el gen WAS que codifica para la proteina WASp, la
cual se expresa exclusivamente en células hematopoyéticas y desempefia un

papel fundamental en la regulacién de la dinamica del citoesqueleto de actina.

Las caracteristicas clasicas de los pacientes con WAS son trombocitopenia,
eczemas e infecciones recurrentes que pueden presentarse desde los primeros
meses de vida (Ochs y Thrasher, 2006). Se han reportado mas de 300 tipos
diferentes de anomalias genéticas que generan la enfermedad (Da-Wei Liu et al.,
2015). La incidencia es de aproximadamente 1 a 4 casos por cada millon de
varones nacidos vivos (Ochs y Thrasher, 2006), con una edad promedio en el
momento del diagndstico de 24 meses y una esperanza de vida de 15 afios en los

casos mas severos (Imai et al., 2004).

Se han descrito tres variedades de WAS: WAS clasico, trombocitopenia ligada al
cromosoma X (XLT, X-linked thrombocytopenia), y neutropenia ligada al
cromosoma X (XLN; Kirchhausen y Rosen, 1996; Villa et al., 1995, Ancliff et al.,
2006). En los casos de WAS clasico, la mutacion en WAS resulta en la ausencia
de la proteina, por lo tanto, incluye a los casos mas severos. El diagndstico
general es microtrombocitopenia, eczema, un incremento en la susceptibilidad a
infecciones, autoinmunidad y una mayor tendencia a desarrollar linfomas. En los
pacientes con XLT, la mutacién en WAS comunmente resulta en una disminucion,
pero no ausencia, en la expresiéon de WASp. Esta condicién esta caracterizada
principalmente por trombocitopenia, y algunas veces presencia de eczemas, pero
generalmente los efectos son menos severos (Ochs, 1998; Snapper y Rosen,
1999; Villa et al., 1995, Zhu et al., 1995). Finalmente, la variedad XLN esta
caracterizada principalmente por neutropenia, pero sin el defecto en las plaquetas

o cualquier otra sintomatologia asociada a WAS y XLT, y ocurre como



consecuencia de mutaciones dentro del dominio de unién a GTPasa (GBD) de
WASp (Revisado en Massaad et al., 2013).

2.1.1 Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas de WAS pueden estar presentes desde el
nacimiento. En un inicio, los sintomas incluyen petequias, hematomas y diarrea
con sangre. Existe un riesgo elevado de hemorragia intracraneal durante el parto
vaginal, asi como un riesgo de hemorragia posterior a circuncision, lo cual puede
ser una clave para el diagnostico temprano (Ochs y Thrasher, 2006). Como se
menciono anteriormente, en general, las manifestaciones clinicas de WAS son:
microtrombocitopenia, eczema, un incremento en la susceptibilidad a infecciones,
autoinmunidad y una mayor tendencia a desarrollar linfomas (Ochs, 1998;
Schurman y Candotti, 2003) (Tabla 1).

Tabla 1. Principales caracteristicas clinicas e inmunolégicas de las diferentes
enfermedades asociadas a alteraciones del gen WAS (Modificado de Morato et al.,
2007).

Eczema Persistente/ Localizado/ No No No reportado
Intratable Tratable reportado reportado

Infecciones Recurrentes/  Ocasionalmente No Recurrentes/ No reportado

Respiratorias Severas tratables reportado severas

Coteo de Bajo Bajo Normal Normal Normal

Plaquetas

Conteo de BajoB, T Bajo T/normal Normal Bajo NK, B; Bajo NK;

Linfocitos alto T CD8" alto T CD8"

Conteo de Normal Normal Normal Bajo Bajo

Monocitos

Conteo de Normal Normal Normal Bajo Bajo

Neutrdfilos

Incidencia de Alto Alto Desconocido Desconocido  Pre-malignidad

Malignidades

Incidencia de Alto Posible Desconocido Desconocido Desconocido

manifestaciones

autoinmunes

WAS: Wiskott-Aldrich syndrome; XLN: X-linked neutropenia; XLT: X-linked thrombocytopenia




La trombocitopenia (disminucion de la cantidad de plaquetas circulantes en el
torrente sanguineo) es un hallazgo recurrente en los pacientes con WAS,
causando hemorragias frecuentes en mas del 80% de los pacientes. Las
hemorragias pueden ser leves y en los casos mas graves son causa de muerte en
4 a 10% de los pacientes. La trombocitopenia es la manifestacion clinica mas
comun en los pacientes WAS y van desde epistaxis (16%), petequias y purpura
(78%), asi como hematemesis y melena (28%), hemoptisis (6%) y hemorragia
intracraneal (2%), las cuales ponen en riesgo la vida (Ochs, 2001; Ochs, 2002;
Imai et al., 2004). Se ha considerado que la destruccion acelerada de las
plaquetas podria ser causada por un defecto intrinseco en el citoesqueleto de las
plaquetas de los pacientes con WAS, o que podria estar mediada por una reaccion
de tipo autoinmune con la presencia de anticuerpos antiplaquetarios (Bosticardo et
al., 2009).

La segunda condicibn mas recurrente es la presencia de eczemas, observada
desde la etapa lactante y en la infancia en 80% de los pacientes. Se ha
demostrado que la severidad depende del nivel de expresiéon de WASp. Es decir,
pacientes con niveles residuales de WASp desarrollan la enfermedad de forma
moderada o transitoria, y los pacientes que carecen completamente de la
expresion de WASp desarrollan eczemas graves (Imai et al., 2004). En los casos
graves, los eczemas pueden ser resistentes al tratamiento y persistir hasta la edad
adulta, facilitando infecciones oportunistas en la piel (revisado en Blancas et al.,
2011).

Debido a la profunda deficiencia inmune de tipo celular y humoral, los pacientes
con WAS son altamente susceptibles a contraer infecciones por bacterias (otitis
media, neumonia, enterocolitis, meningitis, entre otras), virus (Herpes simplex y
Citomegalovirus), e infecciones micoticas (Candida spp., Aspergillus spp. y
Pneumocystis carinii). Al igual que la trombocitopenia y el eczema, se ha
reportado una correlacion entre los niveles de expresion de WASp y la severidad
de las infecciones (Imai et al., 2004).



Se ha descrito que las manifestaciones autoinmunes son comunes en pacientes
con WAS, las estimaciones sugieren que hasta el 40% de los pacientes
desarrollan autoinmunidad. Las manifestaciones autoinmunes mas recurrentes
son anemia hemolitica (36%), vasculitis (incluyendo vasculitis cerebral, 29%),
inflamacion del intestino (9%), entre otras (Catucci et al., 2012). Hasta ahora, los
mecanismos de autoinmunidad no son claros, aunque puede deberse a la
formacion de autoanticuerpos o0 a la presencia de clonas de células T
autorreactivas (Buchbinder et al., 2014). La presencia de autoinmunidad en los
pacientes con WAS esta correlacionado con el desarrollo de malignidades y el
incremento de la mortalidad (Moratto et al., 2007).

El desarrollo de malignidades en pacientes con WAS es de aproximadamente
13%, siendo mas frecuente en adolescentes y jovenes adultos, con un promedio
de edad de 9.5 afos. Aproximadamente el 75% de los pacientes que desarrollan
algun tipo de tumor han sido diagnosticados previamente con manifestaciones
autoinmunes. El linfoma es la malignidad mas comun en los pacientes con WAS,
con una mayor preponderancia del linfoma no Hodgkin en comparacién con el
linfoma de Hodgkin. Otras malignidades asociadas a WAS incluyen mielodisplasia,
leucemia y desérdenes mieloproliferativos; la mortalidad de los pacientes que
desarrollan algun tipo de malignidad es hasta un 95%.

2.2 La proteina WASp

El gen de WAS fue mapeado en la region p11.22-11.23 del cromosoma X y
codifica para una proteina de 502 aminoacidos llamada WASp (Derry et al., 1994).
WASp esta codificada por 12 exones y presenta diferentes dominios que juegan
un papel crucial en la regulacion de la polimerizacion de actina (Figura 3). WASp
es miembro de una distintiva familia de proteinas citoplasmaticas que promueven
la nucleaciéon/polimerizacion del citoesqueleto de actina a través de la activacion

del complejo proteico Arp2/3 (Morato et al., 2007; Tyler et al., 2016).
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Figura 4. Representacion esquematica de la organizacion de
los exones del gen WAS y los dominios de la proteina WASp.
El gen WAS consta de 12 exones que codifican para los diferentes
dominios funcionales de la proteina WASp. Se muestran los sitios
en la proteina en los que se han identificado mutaciones que
causan las tres variedades de WAS.

La familia WASp consta de cinco miembros (Figura 5), WASp, N-WASp (WASp
neural), WAVE1 (familia homologa 1 de verprolina de WASp), WAVE2 y WAVES,
que se pueden dividir en dos subgrupos, WASp/N-WASP y WAVEs (Takenawa y
Miki, 2001; Stradal et al., 2004). Es una proteina altamente conservada en células
de mamifero y levadura; en todos los casos se ha descrito su papel como
activador del complejo Arp2/3 para la nucleacion de los filamentos de actina
(Burianek y Soderling, 2013).

Levadura  Las17 [ [ WH1 | |
—wasp [ [wH1 [ [Blceo]]
N-wasP [ [WH1 ] [B[ceo][ PP
Células \?vc:\;/ﬂ | wHD |] |
mamtero | WasH[ [WARBII] [iee]|
wHAVM | [wvp | | Ge
L vy [[N [ | cc

Figura 5. Miembros de la familia WASp. Se muestran los
dominios presentes en cada una de las proteinas de los miembros
de la familia WASp (Modificado de Tyler et al, 2016).
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2.2.1 Dominios funcionales de WASp

En la region amino terminal se localiza el dominio EVH1/WH1 (del inglés Ena-
VASP homology domain/WASp homology domain 1), el cual interactua con las
proteinas WIP (del inglés WASp interacting protein) para formar el complejo
WASp/WIP. Este complejo participa en la modulacion del citoesqueleto mediante
su unién a WIP, lo que estabiliza a WASp, manteniendo asi una regulacion
espacial y temporal de su actividad (Jin et al., 2004).

Cuando la célula no esta estimulada (Figura 6), WASp se encuentra en el
citoplasma en un estado inactivo, dado por la interaccién intramolecular entre el
dominio BR (del inglés basic region), el dominio GBD (del inglés GTP-ase binding
domain) y el dominio VCA (del inglés verprolin homology, cofilin homology, acidic
region). En respuesta a un estimulo, la unién de Cdc42 (Cdc42-GTP) al dominio
GBD promueve la liberacion del dominio VCA, lo que permite la activacion de
WASp. Este estado activo se mantiene por la fosforilacion de un residuo de
tirosina en la posicion 291 (Y291) de WASp (Guinamard, R. et al. 1998).

El dominio rico en prolina (PPP) es el sitio de union de diferentes proteinas que
presentan dominios SH3, incluyendo miembros de la familia de quinasas Src y
Tec. Se ha demostrado que las proteinas tirosina quinasas tales como Btk, Hck y
Fyn, interactuan con el dominio PPP de WASp, lo que permite la adecuada
conformacion estructural de WASp (Revisado en Massaad et al.,, 2013). Se ha
reportado que la delecion del dominio PPP abole la capacidad de WASp para
inducir la polimerizacion del citoesqueleto de actina.

El dominio VCA se encuentra localizado en el sitio carboxilo terminal y es
caracteristico de todos los miembros de la familia WASp. Este dominio esta
conformado por tres regiones: region de homologia a verprolina, region central y
region acido central. El dominio VCA juega un papel clave en la unién a actinay a
un complejo de siete proteinas llamado Arp2/3 (proteina relacionada con la

actina), lo que inicia la nucleacion de los filamentos de actina, regulando asi la

12



polimerizacién (Symons et al., 1996; Higgs y Pollard, 2000). El reclutamiento del
complejo Arp2/3 esta restringido por la union del dominio VCA con el dominio GBD
de WASp. Cuando la célula es estimulada se libera el dominio VCA, generando
asi la conformacion activa de WASp (Buck y Rosen, 2001; Kim et al., 2000)
(Figura 6).

34 149 225 291312 417
Inactive Y
WASp EVH1/WH1 ! GBD PPP
Ai—C
502 430
Active
WASp ——

Figura 6. La conformacion de WASp depende del estado de
activacion de la célula. Los cambios conformacionales de WASp
en respuesta a las sefiales de activacion liberan al dominio VCA,
lo que permite la union de proteinas que inician la nucleacion y
polimerizacion de actina.

2.3 Mutaciones en el gen WAS

Se han identificado aproximadamente 300 mutaciones distribuidas en todo el gen
WAS. De acuerdo a Ochs y Thrasher (2006), las mutaciones mas frecuentes son:
mutaciones con cambio de sentido (missense mutations), seguido de mutaciones
de sitio de empalme (splice-site mutations), deleciones, inserciones, mutaciones
sin sentido (nonsense), inserciones y mutaciones complejas, distribuidas en todo
el gen WAS (Figura 7).

La mayoria de las mutaciones con cambio de sentido (missense mutations) en

pacientes con WAS estan presentes en el dominio WH1. Como consecuencia, la
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interaccién alterada de WASp con WIP promueve la disociacién del complejo y la

degradacion de WASp (Luthi et al., 2003). En cambio las deleciones e inserciones

estan distribuidas en todo el gen, lo que conlleva a un cambio en el marco de

lectura, ocasionando la finalizacién temprana de la transcripcion (Ochs y Thrasher,

20006).
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Figura 7. Localizacion de mutaciones en el gen WAS. Las
mutaciones identificadas en 270 familias (no relacionadas) con
WAS se visualizan de acuerdo con el tipo de mutacion y su
ubicacion en el gen (Ochs y Thrasher, 2006).

2.4 Expresion y funcion de WASp en células del sistema inmune

La expresion de WASp es exclusiva de células de linaje hematopoyético (Parolini

et al., 1997), se localiza principalmente en el citoplasma (81%) y en menores
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proporciones en la parte interna de la membrana plasmatica (16%) y en el nucleo
(3%) (Rivero et al., 1995). Se ha descrito que WASp es una molécula
multifuncional, ya que es esencial en el desarrollo y la activacion de linfocitos, esta
implicada en procesos de migracion celular, activacion celular, quimiotaxis,
formacion de la sinapsis inmune, etc. (Blundell et al, 2010). De acuerdo a
Notarangelo y colaboradores (2008), WASp desempefia un papel importante en la
movilidad celular, la interaccion célula-célula, la sefializaciéon celular y la
citotoxicidad, por lo que alteraciones en la proteina resultan en afectaciones en la
respuesta inmune innata y adaptativa, asi como en defectos en la homeostasis de
las plaquetas (Figura 8).
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Figura 8. Defectos funcionales en células hematopoyéticas
causadas por la pérdida de WASp. Las funciones celulares
alteradas por la ausencia de WASp tienen como consecuencia la
disfuncion de diferentes tipos celulares, lo que conlleva a las
manifestaciones clinicas de WAS (Blundell et al, 2010).

Se ha reportado una fuerte correlacion entre los niveles de expresion de WASp y
la severidad de los sintomas de WAS. La nula expresién de WASp conduce a
multiples dafios celulares del linaje hematopoyético, mientras que la disminucion
en la expresion de WASp provoca dafos celulares menos severos (Ochs et al.,
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1980). Cabe sefialar que se ha identificado un elevado porcentaje de mosaicismo
en los pacientes con WAS, en comparacién con otras inmunodeficiencias. En
algunos casos se ha observado que las mutaciones secundarias de novo dan
lugar a una reversion de la proteina de tipo silvestre, lo que ofrece una ventaja
selectiva para las células WASp positivas. La ventaja selectiva depende del lugar
donde se produce la reversion. Algunas mutaciones muestran solo una ventaja
para las células T, mientras que otras mutaciones confieren ventajas tanto a los
linajes de las células NK como a las células T. No obstante, la reversion en células
T no es suficiente para anular la aparicion de la enfermedad (Konno et al., 2004;
Trifari et al., 2010; Du et al., 2006).

2.4.1 Defectos en la funcidn citotoxica de células NK de pacientes con WAS

Las células NK son sumamente importantes en la defensa inmunitaria innata
debido a que tienen la capacidad de eliminar células infectadas por virus, parasitos
y ceélulas malignas. Al ser estimuladas, migran rapidamente para matar a las
células blanco y liberar citocinas que incrementan la respuesta inmune. Como ya
se ha descrito, para que se lleve a cabo la actividad citotoxica de las células NK,
es indispensable la formacion de una sinapsis inmunoldgica, la cual depende de la
polimerizacién del citoesqueleto de actina (Revisado en P. Blundell et al., 2010).

Se ha reportado que los pacientes con WAS y XLT tienen niveles normales a
elevados de células NK en sangre periférica (Gismondi et al., 2004). En células NK
de personas sanas, WASp se expresa y localiza hacia la sinapsis inmunoldgica,
junto con los filamentos de actina. No obstante, las células NK de pacientes con
WAS presentan una disminucion en la acumulacién de WASp vy los filamentos de
actina en la sinapsis inmunoldgica (Gismondi et al. 2004; Massaad et al., 2013).
Por otra parte, la polarizacién del centro organizador de microtubulos (MTOC, por
sus siglas en inglés) y de granulos liticos hacia la sinapsis inmunologica, esta
severamente disminuida en las células NK de los pacientes con WAS. En
consecuencia, la capacidad litica de las células NK contra células blanco se

encuentra disminuida, lo que podria contribuir al desarrollo de tumores que se ha
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observado en algunos pacientes con WAS (Orange et al. 2002). Las células NK
aisladas de pacientes con WAS vy tratadas ex vivo con IL-2 presentan una
redistribucion correcta de F-actina durante la sinapsis inmunologica (Gismondi et
al., 2004).

En general, la citotoxicidad de las células NK de pacientes con WAS clasico esta
drasticamente afectada debido a la disminucion en la expresion de WASp y por lo
tanto a la disminucion en la localizacion de los filamentos de actina hacia el sitio
de la sinapsis inmunoldgica, lo que conduce a la reduccidon en la formacion de
conjugados. Los pacientes con XLT muestran una variedad de fenotipos en la
citotoxicidad de las células NK, que dependen de los niveles de expresion de
WASp (Orange et al., 2002; Gismondi et al., 2004).

2.4.2 Defectos en la funcion citotéxica de linfocitos T CD8" de pacientes WAS

Se ha descrito una reduccion significativa en el numero de linfocitos T en sangre
periférica de pacientes con WAS, asi como una proliferacion deficiente de estas
células en respuesta a la estimulacién a través del TCR. Ademas, la secrecion de
IL-2, IFNy y TNFa esta fuertemente disminuida en las células T CD8+ de los
pacientes con WAS, en comparacion con los linfocitos T CD8" de donadores
sanos (Trifari et al., 2006).

Existe poca informacion sobre los efectos citotdxicos de los linfocitos T CD8" de
pacientes con WAS. De Meester y colaboradores demostraron que los linfocitos T
CD8" de pacientes con WAS expresan niveles normales de moléculas liticas, con
una adecuada exocitosis ante el encuentro con células diana. Ademas, se
demostré que los linfocitos T citotoxicos de los pacientes con WAS no matan
eficazmente a células diana de linfoma de células B, debido a una polarizacion
deficiente de los granulos citotoxicos hacia el sitio de contacto con el tumor. Sin
embargo, la mayoria de los ensayos funcionales que se han realizado hasta el
momento han estudiado la funcion efectora de células que han pasado por un

proceso de expansion celular. Por lo tanto, es de suma importancia conocer el
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efecto citotoxico de linfocitos T CD8+ de pacientes con WAS que no han
atravesado procesos de expansion celular, lo que nos brindara informacién sobre

la funcionalidad de estas células en condiciones fisioldgicas.
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3. JUSTIFICACION

La baja prevalencia de estas condiciones en México se debe al registro deficiente
de los casos identificados, asi como al desconocimiento general y especifico de
las IDPs por parte de los médicos, ademas de la inaccesibilidad de los estudios de
diagndstico que ocurre en la mayor parte de los hospitales de México (Coria et al.,
2010).

En México, los estudios moleculares y funcionales de las células del sistema
inmune de pacientes con WAS son escasos. Hasta el momento no se cuenta con
ningun reporte donde se caractericen las mutaciones en el gen WAS en la
poblacién mexicana. Por otra parte, la mayoria de los ensayos funcionales en los
que se evaluaron los efectos citotoxicos de las células de pacientes con
mutaciones en WAS comprenden solo el estudio de células NK. Ademas, como se
menciono anteriormente, los ensayos se han realizado utilizando células que han
pasado por un proceso de expansion celular. Por tal motivo, es de suma
importancia estudiar el estado funcional de linfocitos T CD8+ en condiciones que
simulan el estado fisiologico, asi como llevar a cabo la caracterizacion molecular
de las mutaciones encontradas en pacientes pediatricos con WAS en la poblacion

mexicana.
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4. HIPOTESIS

Dado que WASP tiene un papel fundamental en la reorganizacion del
citoesqueleto de actina en células hematopoyéticas, la funcidén citotdéxica de los
linfocitos T CD8" de pacientes con WAS sera severamente afectada en pacientes

que presentan la proteina WASp trunca y en pacientes que no expresan WASp.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

> Evaluar las funciones efectoras de los linfocitos T CD8" de pacientes
pediatricos con mutaciones en WAS.

5.2 Objetivos especificos

» ldentificar y caracterizar mutaciones nuevas en el gen WAS.

> Evaluar la degranulacion de linfocitos T CD8" de pacientes pediatricos
con mutaciones en WAS frente a células blanco P815.

> Evaluar la produccién de interferon gamma (IFNy) de linfocitos T CD8" de
pacientes pediatricos con mutaciones en WAS en respuesta a un
estimulo con células blanco P815 cargadas con anticuerpo anti-CD3.
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6. METODOLOGIA

6.1 Criterios de inclusion y de exclusiéon de pacientes y controles

En las Tablas 2 y 3 se muestran los criterios bajo los cuales se incluyeron o
excluyeron las muestras de pacientes y controles para llevar a cabo este estudio.

Tabla 2. Criterios de inclusién y exclusién de pacientes

Requisitos para Motivos de
inclusion exclusion
Citometria de flujo para WASp + -
Cuadro clinico asociado a WAS + -
Muestras de sangre provenientes de hospitales + _
participantes
Cartas de consentimiento informado + -

Tabla 3. Criterios de inclusién y exclusion de controles

Requisitos para Motivos de

inclusion exclusion
Trastornos autoinmunes - +
Diagnéstico de WAS - +

Muestras de sangre provenientes de hospitales
participantes

+ -

6.2 Obtencién y manejo de muestras para purificacion de células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs)

Durante un periodo de 2 afios se recopilaron muestras de sangre periférica (5-10
ml) mediante puncion venosa y se colocaron en viales tratados con EDTA o
heparina. Las muestras obtenidas fueron de pacientes pediatricos con
manifestaciones asociadas a WAS, o con diagndstico de WAS mediante el analisis
de la expresion de WASp por citometria de flujo. Por cada paciente incluido se
obtuvo la muestra de un individuo sano para ser utilizado como control negativo.
Para ello se contd con previo consentimiento informado de los padres y con

asentimiento en el caso de nifios mayores de 8 afios de edad.
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Las muestras se canalizaron principalmente a través del Instituto Nacional de
Pediatria (INP) de la Ciudad de México, el cual funciona como unidad de
referencia nacional para el diagnostico clinico y tratamiento de inmunodeficiencias
primarias. Adicionalmente, se recibieron muestras de hospitales de primer,
segundo o tercer nivel del sector salud a nivel nacional (Hospital del Nifio
Morelense, ISSSTE, IMSS, etc). Todas las muestras fueron enviadas por
mensajeria exprés y posteriormente procesadas en un tiempo no mayor a 24
horas. Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se purificaron por
meétodos convencionales mediante un gradiente de Ficoll-Hypaque. En algunos
casos, las PBMCs purificadas (1x10°°) se expandieron incubando las células con
PHA (1.25 ug/ml) e IL-2 (100U/ml) a 37°C por un periodo de 6 a 10 dias, hasta
obtener los numeros deseados de células para futuros experimentos. Las células
se mantuvieron en cultivo en medio RPMI suplementado con 10% de suero fetal
bovino, glutamina 2 mM, penicilina 50 U/ml, estreptomicina 50 ug/ml y beta-
mercaptoetanol 50 uM.

6.3 Extraccion de RNA y generacion de cDNA para secuenciacion

Después de la expansion de PBMCs, se utilizaron 10x10°® células para llevar a
cabo la extraccion de RNA. La extraccion de RNA total se realiz6 siguiendo el
meétodo de Trizol® (Ambion, LifeTechnologies). A partir del RNA, la generacion de
cDNA se hizo siguiendo el protocolo del kit ImProm-II™ Reverse Transcription
System. Posteriormente, a partir del cDNA se amplifico el gen WAS utilizando 4
pares de oligonucledtidos que amplifican los 12 exones que conforman la
secuencia codificante del gen WAS. Los productos de PCR se purificaron
utilizando el kit GeneJET Gel Extraction (Thermo Scientific) y se enviaron a
secuenciacion por Sanger. Las mutaciones se identificaron con ayuda de los

programas Snap gene y BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).
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6.4 Ensayos de degranulacién basados en la expresiéon del marcador CD107a

Con la finalidad de evaluar la funcién citotdxica de linfocitos T CD8", las células
mononucleares se activaron con PHA (1.25 ug/ml) e IL-2 (100 U/ml) en un periodo
de 36 a 48 hrs. De forma paralela, se evalu6 la degranulacién de linfocitos T CD8"
no activados. Posteriormente, las PBMCs se incubaron con la linea celular P815
por un periodo de 3 horas en a 37°C en placas de 96 pozos. Al término de la
incubacion, las células se marcaron con el siguiente cocktail de anticuerpos
acoplados a fluoroforos: anti-CD8 APC, anti-CD57 FITC, anti-CD107a PE. Las
células se incubaron con la mezcla de anticuerpos durante 30 min a 4°C,
protegidas de la luz. Finalmente, se elimin6 el exceso de anticuerpo mediante un
lavado con PBS con 2% de suero fetal bovino, y las muestras se analizaron
utilizando un citometro de flujo FACSCanto Il con el software Facs Diva, y el

analisis de los datos se llevd a cabo con el software FlowJo.
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7. RESULTADOS

7.1 Evaluacién de la expresion de WASp por en pacientes con cuadro clinico
asociado a WAS

El analisis de la expresion de la proteina WASp por citometria de flujo ha sido la
prueba mas usada para el diagndstico de WAS debido a que la ausencia de WASp
es indicativo de que el paciente presenta el sindrome clasico, y una disminucion
en la expresion de la proteina es sugerente del desarrollo de una de las
variedades de la enfermedad (XLT). Con la finalidad de confirmar un primer
diagndstico de pacientes pediatricos con cuadro clinico asociado a WAS, se
evalud la expresion de la proteina WASp en muestras de pacientes que fueron
previamente diagnosticados con manifestaciones clinicas asociadas a la
enfermedad, o que contaban con analisis previos para evaluar la expresion de la

proteina.

Los niveles de expresion de WASp se evaluaron por citometria de flujo en células
PBMCs de pacientes que presentaron el cuadro clinico asociado a WAS:
trombocitopenia, eccemas e infecciones recurrentes (Figura 9). Como se observa
en la Figura 9A, en algunos pacientes los niveles de expresion de la proteina son
equivalentes a los observados en los controles sanos, lo que sugiere el desarrollo
de variedades de WAS en los que la expresion de la proteina no se encuentra
alterada. A diferencia de estos pacientes, en la Figura 9B se muestra la ausencia,
o una disminucidn importante en la expresion de WASp en algunos de los
pacientes que también manifiestan el cuadro clinico asociado a WAS, lo que
indicaria la presencia de la forma clasica de WAS o de XLT en estos pacientes.
Como se menciono anteriormente, el diagnostico basado exclusivamente en los
ensayos de citometria de flujo para evaluar los niveles de expresion de la proteina
WASp no es suficiente para determinar el tipo de sindrome que desarrolla cada
paciente. Para complementar el diagndstico, son necesarias pruebas moleculares
que aporten informacién sobre las alteraciones a nivel genético que podrian

modificar la expresion y/o la funcion de la proteina WASp en cada paciente.
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Figura 9. Diferencias en la expresiéon de la proteina WASp en
pacientes que presentan manifestaciones clinicas asociadas a
WAS. A, Expresion equivalente de WASp en pacientes y controles
sanos. B, Disminucion en la expresiéon de WASp en pacientes en
comparacién con controles sanos
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Figura 10. Histograma donde se muestra la intensidad media de fluorescencia. En gris o rojo
se muestra el control de isotipo y en linea negra o azul WASP.
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7.2 Identificacion de mutaciones en el gen WAS

Con la finalidad de contribuir a un mejor diagnostico de los pacientes con WAS, se
evaluaron las alteraciones genéticas que son responsables de inducir la
enfermedad. La identificacion de mutaciones se llevé a cabo en las muestras de
18 pacientes que presentaron un cuadro clinico asociado a WAS. Brevemente, a
partir de cada muestra se siguieron los siguientes pasos: extraccion de RNA,
generacion de cDNA, amplificacion de fragmentos del gen WAS con
oligonucledtidos especificos que comprenden el total de la secuencia codificante
del gen, secuenciacion por el método de Sanger y analisis e identificacion de las

mutaciones.

La extraccion de RNA se llevo a cabo a partir de 10x10"° células PBMCs, las
cuales fueron recuperadas al finalizar la expansion con PHA (1,25 ug/ml) e IL-2
(100U/ml). La extraccion de RNA total se realiz6 siguiendo el método descrito de
Trizol® (Ambion, LifeTechnologies. En todas las muestras se evaluod la integridad
del RNA mediante un analisis electroforético. En la Figura 10 A se observan dos
bandas que corresponden a las dos subunidades (28s y 18s) del RNA ribosomal,
este patrén de bandas indica la extraccion apropiada de RNA en las dos muestras
representativas. Una vez obtenido el RNA, se gener6 el cDNA siguiendo el
protocolo del kit ImProm-II™ Reverse Transcription System. Para corroborar la
integridad del cDNA, se realizé una PCR confirmatoria utilizando oligonucleotidos
especificos para amplificar el gen del factor de elongaciéon 1 (EF1), un gen
housekeeping o constitutivo. En la Figura 10 B se observa que la amplificacion del

gen EF1 fue exitosa, lo que confirma la integridad y funcionalidad del cDNA.
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Figura 10A. Figura 10B.

Figura 10. Integridad de RNA y cDNA. Electroforesis de dos
muestras representativas para confirmar el procesamiento correcto
del RNA (A) y DNA (B). En el carril 1 se muestra el marcador de
peso molecular y en los carriles 2 y 3 se observan las bandas
correspondientes a las subunidades del RNA ribosomal (A) y a la
amplificacion del gen EF1 (B).

Con el proposito de identificar mutaciones en la secuencia codificante del gen
WAS, se sintetizaron 4 pares de oligonucleétidos que amplifican los 12 exones
que conforman la secuencia codificante del gen WAS. En la Figura 11 se muestra
una imagen representativa del patron de bandas que se obtuvo en todas las
muestras al amplificar el gen WAS con dichos oligonucledtidos: el par uno
amplifica un fragmento de 495 pb que abarca los exones 1-4, el par dos genera un
fragmento de 475 pb, abarcando los exones 4-9, el par tres amplifica un fragmento
de 594 pb que abarca los exones 9-11, y el par cuatro da lugar a un fragmento de
303 pb que abarca los exones 11-12. En algunos casos se amplifico un fragmento
inespecifico adicional; en estos casos se purifico el fragmento correspondiente al
tamano esperado a partir del gel de agarosa (Figura 11, carril 4). Una vez obtenida
la amplificacion de los cuatro fragmentos correspondientes, los productos de PCR
fueron purificados usando el kit GeneJET gel extraction. En conjunto, el uso de los
cuatro pares de oligonucleotidos nos permitio amplificar por completo la secuencia
codificante del gen WAS.
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Figura 11. Amplificacion de la secuencia codificante del
gen WAS. Carril 1: MPM; carril 2: fragmento de 495 pares de
bases (pb) correspondiente a los exones 1-4; carril 3:
fragmento de 475 pb, correspondiente a los exones 4-9; carril
4: fragmento de 594 pb que corresponde a los exones 9-11;
carril 5: fragmento de 303 pb que abarca los exones 11-12.

Para la identificacion de las mutaciones en el gen WAS, los productos de PCR se
secuenciaron por el método de Sanger. El analisis de las secuencias se hizo
utilizando los programas Snap gene y BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
para identificar las mutaciones. A partir de los pacientes evaluados, se
identificaron 13 mutaciones, entre las cuales se incluyen deleciones, inserciones,
mutaciones con cambio de sentido (missense mutation) y mutaciones sin sentido
(nonsense mutation). En la Figura 12 y la Tabla 4 se describen las mutaciones
identificadas en los pacientes (WAS 001-WAS 018), asi como el efecto de éstas
en la expresion de la proteina WASp. Las deleciones o inserciones cambian el
marco de lectura, lo que genera un codon de paro prematuro durante la sintesis
proteica; dependiendo de la ubicacion de la mutacion, esto puede resultar en la
produccion de una proteina trunca o en la ausencia total de la proteina. De las 13
mutaciones identificadas, cuatro (WAS 001, WAS002, WAS004 y WASO017)

corresponden a deleciones que tienen como consecuencia la generacion de la
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proteina WASp trunca. En las mutaciones con cambio de sentido, dependiendo el
aminoacido que se genere, se puede afectar drasticamente la estructura y funcion
de la proteina, diferenciando asi el desarrollo de variedades XLT de WAS. Por lo
tanto, dada la escasa informacion que se tiene sobre la funcionalidad de las
proteinas que surgen como consecuencia de las mutaciones, la caracterizacion
funcional de dichas proteinas WASp es de suma importancia para complementar
el diagnostico de cada paciente.
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WAS 001

Oliver Adridn Soto Ordufio

Delecion en C1227

Genera una proteina trunc

de 409 aminodddos (aa)

silvestres. Todo el dominio
el ALl L. V(A es afectado.

Delecion en C1227

WAS 002

DilanMartinReséndiz Lagos

Delecion de G888

Delecién de G888

CCTCCAGCCCACCCTG-TCCTCAATGAAG

CCTCCAGCCCACCCTGETCCTC,

Cambia el marc delecturae
introduce unacodonde paro
prematuro |o que genera una
proteinatruncade30S aa.

WAS 003

Abimelec Pinacho Ramirez

missense mutation G131A4

Se identificd una mutaddn
puntual (G por &) en el segundo
exon del padente que genera
un stop de codon prematuro.

WAS 004

CarlosAurelio Alfaroveélez

Delecidnde CTICT1423

Delecidnde CTICT1423

f\
IRTEUR7.TRTATAVATS. S REAPIENA ST B IAVURID- VRS V0 2V

A partir del nudedtido
1423 se presenta una
deleddn de S pares de
bases (CTTCT1423) lo que
genera una proteina trunc
de 491 aminodddos, de los
| cuales 476 son identicos a

[\ wiase

WAS 007

Josuésbelardo Gdmez Lopez

Delecidnde G10

Codifia una proteina de

444 aa, de los ouales 365

| son silvestres. El dominio

" NIT rim en prolina es
| afectado.

Delecidnde G1083

WAS 008

Rodrigo TorresHuerta

DelecidnenG1459

DelecidnenG1459

Delecidn de guanina (G) 1459,
generaunaproteinacon4sé
aminoaddos silvestres, pero
traduce paraunaproteinamas
grande quelasilvestre (S02).
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WAS 012

FranciscoYael Trejo Chaparri

Delecidnde urm G 290

WAS 013

Luis Roberto Ortega Cruz

DelecionenTi?7
y . Deledén en ftimina
Delecion de guanina (G) 290, 77 5
generauncoddnde paro prematuro. 177 genera coddn de
paro  prematuno en
T224.
Delecidnde urm G290
DelecidnenT177
WAS 017

WAS 014

Carcamo Angeles Gildardo

IrsecidnA275

InsericnA27

Inserddn adenina (&) 275,
produce un codén de paro
prematuro en hudedtido 362,
codifiando para una proteina
del20aa.

JesdsTrinidad Aguirre
DelecionT1032

\ | Deleddn de T1032. Produce
f\ “‘ una proteina de 443 aa, de los
| | cuales344 aasonsilvestres

Delecidn T1032

WAS 018

Ivan Ebenezer &ntonio Trejo Cruz

G12944

12944,

Mutaddn puntual donde hay
un @mbio en Guanina 1294
por Adenina (G12944). El
domino V(A seve afectado.

Figura 12. Mutaciones en pacientes con cuadro clinico asociado a WAS.
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Tabla 4. Registro de mutaciones identificadas en pacientes con cuadro clinico asociado a
WAS.

Paciente Tipo de Mutacion en cDNA Ex6n | Cambio en proteina Nivel de
mutacion expresion
WAS001 ¥ Delecion c.1228delC 10 | p.Pro410GInfsX444  Reducido
WASO002 ¥t Delecion c.888delC 9 p.Asp296fsX307 Reducido
WASO003 t Nonsense c.191G>A 2 p.Trp64X Ausente
WASO004 ¥t Delecion c.1424-1428del5pb 11 p.GIN475fsX492 Reducido
WASO005 * Missense €.256C>T 2 p.Arg86Cys Ausente
WAS006 Neg Detectado
WAS007 Delecion 6. 0EEIe 10 p.Gly365fsX444 Ausente
WASO008 Delecion c.1459delG 12 p.Gly487fs Reducido
WAS009 * Missense €.245C>T 2 p.Ser82Phe Ausente
WASO010 Neg ND
WAS011 Neg Ausente
WAS012 Delecion ¢.290delG 3 p.Trp97fsX126 Reducido
WASO013 Delecion c.177delT > p.Pro59fsX75 ND
WAS014 Insercion c.276insT 3 p.Ala92AspfsX 121 ND
WAS015 Neg Ausente
WASO016 Neg ND
WAS017 ¥ * Delecion c.1032delT 10 p.Pro344fsX444 ND
WAS018 Missense €.1294G>A 10 p.Gly432Arg ND

¥, proteina trunca; t, decesos; *, mutaciones reportadas; Neg, sin mutacion; ND, no determinado.

El sitio en el que ocurren las mutaciones puede definir los niveles de expresion de
la proteina, asi como su funcionalidad. En la Figura 13 se muestra una
representacion esquematica de todas las mutaciones identificadas, incluyendo su
posicion dentro del gen WAS y en la proteina WASp. Seis de las mutaciones
identificadas se concentran en el dominio EVH1, un sitio que ha sido descrito
como hotspot (sitio en el DNA con mayor frecuencia de mutacién). Cabe resaltar
que en las dos mutaciones identificadas de tipo missense, no se detecta la
expresion de la proteina (Tabla 4, WAS005 y WASO009), lo que sugiere que el
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a)

cambio de aminoacido que surge como consecuencia de la mutacion, podria
inducir alteraciones en la estructura de la proteina que podrian promover su

degradacion.

1 274 464 560 778 1339 1509

b) 133 36l 506 735 932 1454

* Ak koK * Ak - * * K
L ] [ ] L J

\ EVHI1 TT—|@—¢GBD j;—( RRP (—)—, VCA \

1 39 145 225 230 235 288 312 417 430 502

Figura 13. Representacion esquematica de mutaciones
identificadas en gen WAS. El gen WAS esta formado por 12
exones (A) que codifican para los cinco dominios funcionales de la
proteina WASp (B). Las estrellas rojas indican deleciones, las
estrellas verdes indican sitios de mutaciones de tipo missense, las
estrellas amarillas corresponden a mutaciones de tipo nonsense,
las estrellas azules indican sitios de inserciones, los circulos
negros representan mutaciones previamente reportadas, y los
circulos morados, corresponden a mutaciones nuevas.

7.3 La subpoblacién CD8+/CD57+ esta incrementada en pacientes con WAS

La expresion del marcador CD57 es indicativo de células senescentes. Estas
células tienen una capacidad disminuida para proliferar, pero mantienen un alto
potencial citotoxico. Con el objetivo de caracterizar con detalle la funcionalidad de
células citotdxicas en pacientes con WAS, se evalué la presencia de
subpoblaciones de linfocitos T CD8+ con diferentes capacidades citotoxicas. Para
ello se analizé la presencia de la subpoblacion CD8+/CD57+ en muestras de
sangre total de pacientes con WAS. En la Figura 14 A se muestra un aumento en
la cantidad de células en la subpoblacion CD8'/CD57", con respecto a los
controles sanos. El analisis estadistico indica que en los pacientes con WAS, la
subpoblaciéon CD8'/CD57" esta enriquecida hasta en un 50% mas, en

comparacioén con los controles sanos.
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Figura 14. Enriquecimiento de la poblacién CD8+/CD57+ en
sangre total de controles sanos y pacientes con WAS.
Evaluacion por citometria de flujo de la expresién de CD57 en
linfocitos T CD8+ de controles sanos y pacientes WAS (A) y
cuantificacion del porcentaje de células CD8+/CD57+ en todos los
pacientes (B).
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7.4 Los linfocitos T CD8+ de pacientes con WAS presentan deficiencias

funcionales

Como se menciond anteriormente, las consecuencias funcionales de mutaciones
en WASp se han descrito solamente en células que han pasado por un proceso de
expansion in vitro. Por tal motivo, en este estudio nos enfocamos en caracterizar
los efectos de las mutaciones identificadas en WAS, primordialmente aquellas
mutaciones que generan una proteina trunca, en células que se encuentran en
estado fisioldgico y que no han sido estimuladas para inducir la expansion celular.
De forma especifica, nos enfocamos en determinar el efecto de dichas mutaciones
en la funcion citotoxica de los linfocitos T CD8" de pacientes con WAS. Para ello
realizamos ensayos de degranulacion basados en la deteccion por citometria de
flujo de CD107a, o LAMP-1 (lysosomal-associated membrane protein-1), en la
superficie de linfocitos T CD8". CD107a se ha descrito como un marcador

funcional, indicativo de la actividad citotoxica de células NK y linfocitos T CD8".

En primer lugar, se determind el tiempo éptimo de co-cultivo de los linfocitos T
CD8" con las células blanco P815. En el ensayo se consideraron células PBMCs
incubadas con células P815, y PBMCs incubadas con células P815 previamente
expuestas a un anticuerpo especifico anti-CD3, lo que permite la unidén del
anticuerpo a la célula blanco a través de receptores Fc. De esta forma, la célula
blanco es reconocida por medio del TCR de los linfocitos T CD8", lo que induce la
expresion del marcador CD107a en los granulos citotoxicos de los linfocitos, y al
fusionarse éstos con la membrana plasmatica durante la secrecion, es posible
detectar a CD107a en la superficie celular. Para identificar la expresion de
CD107a en la superficie de los linfocitos T CD8+, después del co-cultivo, las
células fueron tefidas con anticuerpos anti-CD8 y anti-CD107a acoplados a
fluoroforos. En la Figura 15 se muestra la expresion del marcador CD107a en
40.8% de los linfocitos T CD8+ después de participar en un co-cultivo de 2 horas,
y una expresion en el 43.4% de las células cuando el co-cultivo se mantuvo por 3
horas, motivo por el cual se realizaron las futuras incubaciones con una duracion

de 3 horas.
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Figura 15. Degranulacién de linfocitos T CD8" frente a células
blanco P815. Expresion de CD107a en la membrana de linfocitos
T CD8+ de un donador sano después de haber sido co-incubadas
con células P815 solas (a, c) o pre-incubadas con anticuerpo anti-
CD3 (b, d) durante 2 (a, b) 6 3 horas (c, d).

Una vez optimizadas las condiciones para el co-cultivo de linfocitos T CD8" con
células blanco, se evaluo la actividad citotoxica de células T CD8" de 3 pacientes
con WAS, en respuesta a la activacion con PHA (1,25 ug/ml) e IL-2 (100U/ml)
durante 36 a 48 horas, un estimulo que induce la proliferacion y la generacion de
granulos citotoxicos en linfocitos T CD8". Nuestros datos sugieren que el
porcentaje de expresion del marcador CD107a en PBMCs no activadas de
pacientes WAS es menor en células CD8" totales, asi como en células dobles
positivas CD8/CD57", en comparacién con los controles sanos (Figura 16 A, B).
En las PBMCs activadas con PHA e IL-2, el porcentaje de expresion del marcador
CD107a aument6 en células CD8" de controles sanos y de los pacientes, sin
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embargo, los pacientes mostraron una expresion menor del marcador CD107a con

respecto a los controles sanos (Figura 17).
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Figura 16. Degranulaciéon disminuida en linfocitos T CD8" no
activados de pacientes con WAS. Expresion del marcador
CD107a en células CD8" (A: a, b, e, f) y células CD8/CD57" (A: c,
d, g, h), co-cultivadas con células p815 (A: a, ¢, e, g) o con células
p815 incubadas con el anticuerpo anti-CD3 (A: b, d, f, h). B,
Cuantificacion de los resultados obtenidos por citometria de flujo

en 3 pacientes con WAS.
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se activaron con PHA (1,25 ug / ml) e IL-2 (100U/ml) en un periodo
de 36 a 48 horas. Expresidon del marcador CD107a en células
CD8" (a, b, e, f) y células CD8'/CD57" (c, d, g, f), co-cultivadas con
células P815 no activadas (a, ¢, e, f), y con células p815
incubadas con anti-CD3 (b, d, g, h).
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8. DISCUSION

El sindrome de Wiskott Aldrich (WAS) es causado por mutaciones en el gen WAS,
y se reconocen tres variedades: WAS clasico, XLT y XLN. En México se carece de
informacion acerca de la caracterizacion molecular de mutaciones en WAS en la
poblacidn mexicana, asi como de la descripcion funcional a nivel citotoxico.
Ademas, no se cuenta con estudios epidemiolégicos que recopilen datos sobre la

prevalencia o incidencia de esta enfermedad en México.

En este estudio analizamos 18 muestras de pacientes, de los cuales 13
presentaron mutaciones que van desde deleciones, inserciones, mutaciones con
cambio de sentido (missense) y mutaciones sin sentido (nonsense). En diferentes
estudios se ha reportado que la mutacion mas comun en el gen WAS es la del tipo
missense, seguido de las mutaciones que afectan los sitios de empalme (Derry et
al., 1994; Zhu et al, 1995; Schwarz et al, 1996; Ho et al., 2001).
Interesantemente, las mutaciones del tipo delecion fueron el principal tipo de
mutacion encontrada (ocho deleciones) en la poblacion mexicana (Tabla 4, Figura
13). Asimismo, varios autores han descrito que el dominio EVH1 es considerado
como un sitio hotspot (sitio donde hay mayor probabilidad de mutacion), lo que
concuerda con los datos de las mutaciones registradas, donde el 46% de las
mutaciones que se han caracterizado se ubican en el dominio EVH1 (Jin et al.,
2004).

Cabe resaltar que en este estudio s6lo se analizaron las secuencias codificantes
del gen WAS, lo que permitié la identificacion de mutaciones en 13 de los 18
pacientes incluidos en el estudio, sugiriendo que los 5 pacientes restantes que
manifestaron sintomatologia asociada a WAS, podrian presentar alguna mutacion
en zonas intrénicas que no fueron incluidas en este trabajo. Alternativamente,
estos 5 pacientes podrian ser portadores de mutaciones en la proteina WIP
(WASP interacting protein), pues se ha demostrado que la expresion de WIP es
necesaria para la expresion funcional de WASp en células humanas, regulando su
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distribucion y funcion celular, asi como su estabilidad al protegerla de la
degradacion (Matalon et al., 2013; Anton et al., 2002; Sasahara et al., 2002).

Dado que en México no hay estudios acerca de la caracterizacion molecular de las
mutaciones en WAS, es de suma importancia destacar que este estudio resulta
novedoso en la poblacion mexicana debido a que se identificaron 10 mutaciones
no reportadas en la literatura (Tabla 4): 7 deleciones (c.1228delC, c.888delC,
c.1424-1428del5pb, ¢.1093delG, ¢.1459delG, ¢.290delG, c.177delT), una
mutacion sin sentido (c.191G>A), una insercion (c.276insT) y una mutacion con
cambio de sentido (c.1294G>A). Solo tres de las mutaciones identificadas ya
estaban previamente reportadas (c.256C>T, ¢.245C>T y ¢.1032delT).

De las 7 deleciones identificadas en este estudio, 4 generaron una proteina trunca,
que aunque fue detectada por citometria de flujo, su expresion se encontraba
disminuida. Ademas, es muy probable que la mutacién ¢.1032delT identificada en
el paciente WAS018, genere también una proteina trunca. Aunque no contamos
con el ensayo de citometria de flujo para la deteccién de WASp en este paciente,
observamos que esta mutacién caen en los exones, 9, 10, 11 y 12, los cuales
abarcan desde el dominio rico en prolina hasta el dominio VCA, por lo tanto, esto
sugeriria que las proteinas se estan expresando, pero sin el dominio VCA. Aunque
son escasos los reportes donde se caracterizan mutaciones que generan
proteinas truncas de WASP, nuestros resultados concuerdan con reportes previos
en los que se ha descrito que las deleciones presentes en el dominio PPP o VCA
son capaces de generar WASp trunca (By Qili Zhu et al.,1997; Jin, Y. et al., 2004).

Interesantemente, los ensayos de degranulacion de linfocitos T CD8" vy
CD8'/CD57" no activados, demostraron una disminucion en la expresion del
marcador CD107a en pacientes con WAS respecto al control (Figura 16). En
PBMCs activadas con PHA e IL-2, el porcentaje de células positivas para la
expresion del marcador CD107a increment6. De forma similar a las células no
activadas, tanto los linfocitos T CD8" como la subpoblacion CD8*/CD57" de los

pacientes con WAS presentaron una disminucion en la expresion del marcador
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CD107a en la superficie. Estos datos sugieren que los pacientes con WAS
presentan una deficiencia en su capacidad citotdxica tanto en linfocitos T CD8"
totales como en la subpoblacion doble positiva CD8*/CD57".

Resulta interesante que el marcador CD57 ha sido identificado en poblaciones con
un alto potencial citotoxico (Yannick et al., 2006; Focosi et al, 2009).
Interesantemente, en este estudio reportamos que la expresiéon de CD57 en
pacientes con WAS se encuentra incrementada (Figura 14) hasta en un 50% mas,
con respecto a los controles sanos. A pesar de que se esperaria una mayor
degranulacién en la subpoblacion CD8*/CD57", nuestros resultados sugieren que
a pesar de que los linfocitos T CD8" tienen una mayor expresion de CD57, la
capacidad de degranulacion no se ve aumentada, a diferencia de los controles,
donde se observa claramente que la expresion de CD107a incrementa en la
subpoblacién CD8*/CD57".

Se ha descrito que el incremento de la expresion de CD57 esta relacionado con el
incremento en la produccidén de granulos citotéxicos. Por lo tanto, la disminucion
que observamos en la capacidad citotoxica de los linfocitos T CD8" de los
pacientes con WAS, podria deberse a un defecto en la polarizacion de los
granulos citotoxicos hacia el sitio de contacto con la célula blanco. Lo que
concuerda con lo reportado por De Meester y colaboradores (2010) donde
demostraron que los linfocitos T CD8" de pacientes con WAS expresan niveles
normales de moléculas liticas, con una adecuada exocitosis en el encuentro con
las células diana. Por tal motivo, es muy probable que el proceso crucial donde se
ve afectada la capacidad citotoxica sea durante la polarizacion de los granulos

citotoxicos.
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9. CONCLUSION

En este estudio evaluamos la presencia de mutaciones en el gen WAS de 18
pacientes con manifestaciones clinicas del sindrome de Wiskott Aldrich. Se
identificaron 13 mutaciones, de las cuales 10 no han sido reportadas. En los
pacientes diagnosticados con WAS, se observé principalmente la presencia de

deleciones y se identificaron 4 pacientes que expresan la proteina WASP trunca.

Los ensayos de degranulacién indicaron que los linfocitos T CD8" de pacientes
con WAS presentaron una disminucion drastica en la expresién del marcador
CD107a y se identific6 que los pacientes con WAS tienen incrementada la
subpoblacion CD8/CD57", que es altamente citotoxica. Sin embargo, en los
pacientes con WAS los niveles de degranulacion resultaron estar importantemente
disminuidos, tanto en linfocitos T CD8" totales, como en la subpoblacion
CD8'/CD57", en comparacion con los controles sanos. Estos datos sugieren que
los pacientes con WAS son incapaces de realizar una correcta polarizacion de los

granulos citotoxicos, asi como una deficiente sinapsis inmune.
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Cuernavaca, Mor., 23 de mayo de 2019.

Dr. David Martinez Duncker Ramirez
Director

Facultad de Medicina

Presente:

Estimado Dr. Martinez Duncker, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Estudio genético y funcional en una cohorte de
pacientes con diagnéstico clinico de WAS", que para obtener el grado de Maestro en
Medicina Molecular me proporcioné el alumno Jonathan Gilberto Cuéllar Vega. Le
comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo
110 del Reglamento de Posgrado de la UAEM le otorgo:

Dictamen | se aprueba el trabajo de tesis tal como se presenta.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Laura Berrén Ruiz

Calle Lefieros esquina Iztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.

Tel. (777)3 29-3473 o jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx EM
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Cuernavaca, Mor., 23 de mayo de 2019.

Dr. David Martinez Duncker Ramirez
Director

Facultad de Medicina

Presente:

Estimado Dr. Martinez Duncker, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Estudio genético y funcional en una cohorte de
pacientes con diagnéstico clinico de WAS", que para obtener el grado de Maestro en
Medicina Molecular me proporcioné el alumno Jonathan Gilberto Cuéllar Vega. Le
comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo
110 del Reglamento de Posgrado de la UAEM le otorgo:

Dictamen | se aprueba el trabajo de tesis tal como se presenta.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Dra. Sar3a pindsa Padilla

Calle Lefieros esquina lztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 o jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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Cuernavaca, Mor., 23 de mayo de 2019.

Dr. David Martinez Duncker Ramirez
Director

Facultad de Medicina

Presente:

Estimado Dr. Martinez Duncker, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Estudio genético y funcional en una cohorte de
pacientes con diagnéstico clinico de WAS", que para obtener el grado de Maestro en
Medicina Molecular me proporcioné el alumno Jonathan Gilberto Cuéllar Vega. Le
comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo
110 del Reglamento de Posgrado de la UAEM le otorgo:

Dictamen | se aprueba el trabajo de tesis tal como se presenta.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Ferﬁando R. Esquivel Guadarrama

Calle Lefieros esquina Iztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México. UA
Tel. (777)3 29-3473 o jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx |
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Cuernavaca, Mor., 23 de mayo de 2019.

Dr. David Martinez Duncker Ramirez
Director

Facultad de Medicina

Presente:

Estimado Dr. Martinez Duncker, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Estudio genético y funcional en una cohorte de
pacientes con diagnéstico clinico de WAS", que para obtener el grado de Maestro en
Medicina Molecular me proporcioné el alumno Jonathan Gilberto Cuéllar Vega. Le
comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo
110 del Reglamento de Posgrado de la UAEM le otorgo:

Dictamen | se aprueba el trabajo de tesis tal como se presenta.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Calle Lefieros esquina Iztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 e jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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Cuernavaca, Mor., 23 de mayo de 2019.

Dr. David Martinez Duncker Ramirez
Director

Facultad de Medicina

Presente:

Estimado Dr. Martinez Duncker, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Estudio genético y funcional en una cohorte de
pacientes con diagnéstico clinico de WAS", que para obtener el grado de Maestro en
Medicina Molecular me proporcion6é el alumno Jonathan Gilberto Cuéllar Vega. Le
comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo
110 del Reglamento de Posgrado de la UAEM le otorgo:

Dictamen | se aprueba el trabajo de tesis tal como se presenta.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposiciéon para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Muiioz

Calle Lefieros esquina Iztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 » jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx ‘
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