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I1l. INTRODUCCION

ANTECEDENTES

Las inmunodeficiencias primarias son un grupo heterogéneo de enfermedades heredadas,
con defectos en uno o mds componentes del sistema inmune. Estas enfermedades tienen
un espectro amplio de manifestaciones clinicas y hallazgos de laboratorio. Sin embargo en
la mayoria de los casos se presenta un incremento en la susceptibilidad a infecciones y
una predisposicidn a enfermedades autoinmunes y cancer. !

Hasta la fecha se han identificado poco mas de 300 genes diferentes con alteraciones que
dan lugar a mas de 160 formas de inmunodeficiencias.’

Existen diferentes clasificaciones de IDP, la mas reciente es aquella reportada por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en conjunto con la Unién Internacional de
Sociedades Inmunolégicas (IUIS, de sus siglas en inglés). Esta clasificacidon incluye las
siguientes categorias: 1. Inmunodeficiencias de células B y células T; 2. Deficiencias
predominantemente de anticuerpos; 3. Defectos de fagocitos; 4. Desérdenes genéticos de
la regulacion inmune; 5. Defectos en la inmunidad innata; 6. Enfermedades
autoinflamatorias; 7. Otras inmunodeficiencias bien definidas; 8. Defectos del
complemento.?

Las inmunodeficiencias de anticuerpos constituyen el grupo mas numeroso, de acuerdo
con ESID, representan un 54.87%, este registro comprende 64 centros de Europa durante
2009 con un total de 10,279 pacientes.3 De acuerdo al segundo registro del Grupo
Latinoamericano de Inmunodeficiencias Primarias (LAGID) publicado en 2007, en el cual se

incluyeron 12 paises latinoamericanos entre ellos México, en total se incluyeron 3321



pacientes. La inmunodeficiencia mas frecuente fue la que afecta predominantemente a

anticuerpos (53.2%).*

Agammaglobulinemia ligada al cromosoma X (XLA).
La agammaglobulinemia con ausencia de linfocitos B (LB) es una IDP que se caracteriza por

la ausencia de LB circulantes y disminucion grave en los niveles de todas las
inmunoglobulinas (Ig) séricas. Se han descrito dos patrones de herencia, autosémico
recesivo y ligado al cromosoma X. La XLA fue descrita por primera vez en 1952 por el Dr.
Bruton y el defecto genético se identificd en los 90’s por 2 grupos diferentes. La tirosin
cinasa de Bruton (BTK) es miembro de la familia de cinasas Tec y se encuentra mutada en

la mayoria de los pacientes masculinos con agammaglobulinemia. >

Etiologia
La tirosin cinasa de Bruton (Btk) es una tirosin cinasa que pertenece a la familia Tec de

cinasas (TFKs), dicha familia constituye el segundo grupo mas grande de tirosin cinasas
citoplasmicas, de las células de los mamiferos e incluye junto con Btk a Tec, Itk, Txk y a la
tirosin cinasa de la médula 6sea del cromosoma x (Bmx). La mayoria de las TFKs (Btk, Itk,
Tec, Txk) se expresan en células hematopoiéticas. Btk es critica para el desarrollo,
diferenciacion y sefializacién de los linfocitos B. Por lo tanto, los linfocitos deficientes en
Btk no alcanzan el estado de madurez, bloqueandose el desarrollo de pro y pre-B y
mueren prematuramente, de modo que los pacientes con mutaciones en el gen que
codifica para Btk practicamente carecen de LB circulantes y son incapaces de producir
todas las clases de inmunoglobulinas (Igs), y montar una respuesta inmune humoral. La
IDP caracterizada por deficiencia de Btk es conocida como agammaglobulinemia ligada al

cromosoma X (XLA).°

Btk expresion y genética
El gen BTK se localiza en el cromosoma en la posiciéon Xq21.3-Xq22, estd formado por 19

exones de aproximadamente 37.5 kb, sobre el cromosoma X. ® Existen alrededor de 1112
mutaciones reportadas a la fecha que afectan este gen y han sido registradas en la base

de datos de mutaciones internacionales designada como BTKbase.’



Btk se expresa predominantemente en LB, pero no en células plasmaticas. A excepcion de

los linfocitos T (LT) otras lineas hematopoiéticas expresan Btk.°

Bioquimica de Btk
Btk estd formada por los siguientes dominios a partir del extremo N-terminal: dominio

homadlogo a pleckstrin (PH), homdlogo de Tec (TH), dominio homdlogo a src 2 (SH2), SH3 y
cinasa (SH1). Cada uno de estos dominios tiene el potencial de interactuar con proteinas
de sefializacion intracelular. Btk es una enzima metaloproteina que requiere Zn>* para su
actividad y estabilidad. La unidn de Btk a este ion esta mediada por motivos altamente
conservados llamados dedos de zinc, también conocidos como motivos Btk y se localizan
en el dominio TH. Las mutaciones que afectan la unién al zinc ocasionan inestabilidad de
la proteina. °

Btk se transcribe a partir de un sélo gen sin evidencia de splicing alternativo.®

Las mutaciones en Btk responsables de XLA que afectan el dominio cinasa y el dominio
homoélogo a pleckstrin, alteran su actividad de cinasa y la translocacién a la membrana

respectivamente.s’ °

Figura 1. Estructura de Btk que indica los sitios de fosforilacion de tirosina, dominio
homoélogo a pleckstrin (PH), regién homdloga a Tec (TH), dominio homélogo a Src 3 (SH3),
dominio homdlogo a Src 2 (SH2), dominio cinasa. En los cuadros se muestran las proteinas

que se sabe interacttan con cada uno de los dominios.’

Activacion de Btk
Los mecanismos moleculares de la activacidon de Btk no se comprenden totalmente, sin

embargo se cree que las modificaciones post-translacionales, asi como la localizacién
subcelular juegan un papel importante. Btk se encuentra predominantemente en el citosol
y posterior a la unién del receptor de la célula B (BCR) con el antigeno, fosfatidilinositol-3-
cinasa (PI3K) es activado, con lo que se genera fosfoinositido fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PIP3). PIP3 se acumula en la superficie interna de la membrana plasmatica y
varias proteinas de sefnalizacion son reclutadas incluyendo a Btk, que se une a PIP3 a
través de su dominio PH, esto es un requisito para su activacion. Btk transloca a la

membrana plasmatica donde es fosforilada en Y551 por una cinasa de la familia Src (SFK),



probablemente Lyn. La fosforilacién de Btk en esta tirosina, la cual se encuentra en
domino catalico es seguida de autofosforilacién en otra tirosina del dominio SH3. En
cooperacion con la proteina adaptadora de unién a célula B (BLNK), Btk fosforila a la
fosfolipasa C2 (PLC2), lo que desencadena la cascada de sefializacion. La localizacién de

Btk en la membrana plasmatica es critica para su fosforilacién y activacion.®

Btk y senalizacion de receptores tipo Toll (TLR)
Los TLR son una familia de receptores de reconocimiento de patégenos (PRR) de la

respuesta inmune innata capaces de reconocer productos microbianos denominados
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) con lo que se desencadenan vias de
sefializacion intracelular que resultan en la translocacién del factor nuclear B (NF-B) al
nucleo, activacién y diferenciacion celulares, asi como secrecién de citocinas y
guimiocinas. Hasta el momento se han descrito 11 tipos diferentes de TLR, 10 de los
cuales se encuentran en humanos, se expresan en diferentes tipos celulares, como
macréfagos, neutréfilos, células dendriticas, linfocitos y células endoteliales.” *° Los TLR
tienen un dominio extracelular rico en repeticiones de leucina y un dominio
citoplasmatico Toll/IL-1R. Al activarse inician la cascada de sefializacion intracelular que
culmina en la activacion del factor nuclear B (NF-B).%°

La capacidad de Btk de interactuar con el dominio TIR de miembros de la familia de TLR
(TLR4, TLR6, TLR8, TLR9) y proteinas de las vias de sefializacion de los TLR, tales como
proteina de diferenciacién mieloide 88 (MyD88), proteina adaptadora de MyD88 (Mal),
cinasa asociada al receptor de interleucina 1 (IL-1R) (IRAK-1), sugiere la importancia de Btk
como componente de las vias de TLR, por lo que participa en la funcidon de células del
sistema inmune innato y adaptativo.G’ 1

Doyle et al. demostraron que células monociticas humanas THP1 estimuladas con ligando
de TLR8 (R848) y ligando de TLR9 (CpGB-DNA) presentan autofosforilacion de Btk en el
residuo de tirosina 223.2 Lee et al. reportaron resultados que concuerdan con lo
mencionado, los autores estimularon células B obtenidas de bazo de ratdon sano con LPS y
CpG ODN, induciendo la autofosforilacion de Btk.”> De modo similar Jefferies et al. y
Schmidt et al. observaron que la linea celular de pro-monocitos humanos THP-1 vy los
macroéfagos derivados de médula ésea de raton al ser estimulados el ligando de TLR4 LPS

presenta autofosforilacion de Btk.*" **



Células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de pacientes con XLA estimuladas con
ligando de TLR9 (CpGB-DNA), tienen alterada la produccién de IL-6.2

Hasan et al. asi como Lee et al. demostraron que linfocitos B esplénicos de ratén
deficiente en Btk al ser estimulados con ligandos de TLR9 producen mayor cantidad de
citocinas pro-inflamatorias (IL-6, 1L-12p40, TNF-), IL-27p28 (modula la diferenciacién y
proliferacién de LB), pero menor cantidad de IL-10 que las células de ratén wild type. Es
posible que la disminucién en la produccién de IL-10 en células Btk”" estimuladas con CpG
sea la causa del incremento en la produccién de citocinas pro—inflamatorias.lo' 12 Schimidt
et al. también observaron una menor produccion de IL-10 en macréfagos derivados de
médula 6sea de ratén Btk”™ estimulados con ligandos de TLR2, TLR3, TLR4, TLR9, al ser
comparados con células de ratén wild type.”? La estimulacién con CpG-DNA incrementa la
expresion de TLR9 en células Btk”" (82%) al ser comparada con células wild type (36%),
esta diferencia en la expresién de TLR9 persiste aun en las células sin estimular, Btk”"
(11%) versus 3.1% en la células wild type. La activacion de TLR9 en LB Btk”" induce su
supervivencia y proliferacion en mayor grado que en las células wild type, al estimular la
expresion del gen 2 antiapoptético de la leucemia/linfoma de células B (Bcl-2) y el gen que
codifica la ciclin D2 reguladora del ciclo celular. 19 Contrario a estos hallazgos Lee et al.
reportaron que células B de ratén Btk”" proliferan en respuesta al estimulo con CpG ODN,
pero en menor grado que las células wild type.12

Horwood et al. observaron que células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de
pacientes con XLA estimuladas con LPS (ligando de TLR4) o N-palmitoil-S-[2,3-
bis(palmitoiloxi)-(2R)-propil]-(R)-cisteina (PAM3Cys) vy lipopéptido 2 activador de
macréfago (MALP2) (ligandos de TLR2), producen menos TNF-a e IL-1 que las células de
controles sanos pareados por edad y género. Pero no encontro diferencias en cuanto a la
produccién de IL-6, IL-8 e IL-10.** 1

Recientemente se reportd el caso de dos gemelos caucdsicos monocigotos poseedores de
una microdelecidon que involucra los genes que codifican para Btk y para el péptido 1
sordera-distonia (DDP1). Los pacientes tenian un cuadro clinico compatible con XLA,
agammaglobulinemia y ausencia de células CD19+ en sangre periférica. Las CMSP
deficientes en Btk de estos pacientes respondieron al estimulo de los siguientes agonistas
de TLRs: TLR 2/6 (zymosan), TLR3 (poli I:C), TLR4 (LPS), TLR7/8 (imidazoquinolina) con

produccién de TNF-, IL-6, IL-1, IL-10, IL-12p40, de modo similar a los controles pareados



por edad; presentaron actividad de células NK y células dendriticas plasmocitoides
normales."®

En otro estudio realizado en 6 pacientes con diagndstico de XLA los autores estudiaron el
nimero y frecuencia de células dendriticas mieloides y plasmocitoides en sangre
periférica, aunque hubo una tendencia a numeros bajos esta diferencia no fue
estadisticamente significativa. Generaron células dendriticas a partir de monocitos
inmaduros para evaluar su respuesta a agonistas de TLRs. Las células estimuladas
expresaron moléculas de superficie indicadoras de maduracién (CD80, CD83, CD86,
Complejo principal de histocompatibilidad | y II) normalmente y la produccién de IL-6,
TNF-, IL-10 e IL-12 después del estimulo con ligandos de TLR 1 a 6 fue similiar en las
células de los pacientes y controles. Pero el estimulo con agonista de TLR8 no indujo
produccién de TNF- ni IL-6."

Taneichi et al. realizaron otro estudio en CD obtenidas a partir de monocitos de sangre
periférica de 8 pacientes con XLA, las estimularon con ligandos de TLRs (PGN, Poli (I:C),
LPS, MR-848, CpG). La expresion del marcador de maduracién CD83 inducida por TLR2,
TLR4 y TLR7/8 estd alterada en los pacientes con XLA. La produccién de TNF-, IL-6 en las
células dendriticas de los pacientes con XLA y los controles variaron entre individuos y el
ligando de TLR de un individuo a otro, solo el estimulo con poli (I:C) estimulé la
produccién de IL-12p70. CpG no fue capaz de inducir la produccién de TNF-a o IL-6 aln en
los controles. IL-6 e 1L12p70 fueron producidas de manera similar en ambos grupos.®

Por otra parte Zorn et al. investigaron el efecto de la ausencia de Btk sobre la respuesta de
células cebadas derivadas de médula ésea de ratén, estimuladas con ligando de TLR4 vy
TLR2. Los autores observaron que la produccién de IL-6 y H,0,, la activacién de la cinasa
p38, en las células estimuladas fue similar en el ratén wild type v el Btk”". A diferencia de
la produccion de TNF-, que fue mayor en las células Btk”" con respecto de las células wild

type. 19

10, 12, 13, 19 31

. . 2 .7
Estudios murinos y en humanos® concuerdan en una produccion
incrementada de citocinas proinflamatorias en células de pacientes con XLA al ser

estimuladas con ligandos de TLR.

BTKY LA TRANSCRIPCION



Btk interactua con varios reguladores de la transcripcién y fosforila algunos de estos, por
lo que induce la actividad de los factores de transcripcion. Uno de estos es el factor
nuclear B (NF-B), el cual esta involucrado en la regulacién de la expresion de diversos
genes, y en células deficientes de Btk la actividad de NF-B se encuentra alterada.®

NF-B es un heterodimero formado por una subunidad de unién a DNA de 50 kDa (p50) y
otra subunidad de transactivacion de 65kD (RelA/p65). NF-B se expresa ubicuamente en
las células sin estimular en una forma inactiva en el citoplasma donde es retenida por
proteinas de la familia IB. Después de la estimulacidon con LPS las proteinas adaptadoras
MyD88, Mal, se unen a la cinasa asociada al receptor de IL-1 (IRAK)-4 e IRAK-1, lo que
activa ala cinasa IB (IKK), a través de Traf-6. IB es fosforilada por IKK, con lo que es
fosforilado y ubiquitinizado, esto lleva a la liberacién de NFB que se transloca al nucleo
donde se une al DNA y desencadena la tanscripcién de varios genes. La translocaciéon de
NF-B al nucleo no es suficiente para activar la transcripcion, ya que se requiere la
fosforilacién de la subunidad p65 para la transactivacion de la expresion de genes.?

Doyle et al. demostraron que Btk es necesaria para la sefializacion activada por TLR4 (LPS),
TLR8 (R848) y TLRY (CpGB-DNA) e induce la fosforilacion de p65 en la serina 536, con lo
gue promueve la transactivacién de NF-B y no estd involucrada en el proceso que lleva a la
degradacion de 1B.% 2

La estimulacion de monocitos humanos de la linea celular THP1 con LPS (TLR4) y el
lipopéptido-2 activador de macrofago (TLR2) inducen la fosforilacion de Mal (TIRAP) en
residuos de tirosina mediada por Btk.?” Una vez gue TIRAP ha sido fosforilada es blanco de
SOCS (de sus siglas en inglés supresor of cytokine signaling 1), que la ubiquitiza y es

2% 2% plteraciones en esta regulacién pueden ser

degradada en el proteasoma 268S.
responsables de la respuesta pro-inflamatoria que se observa en PBMC de pacientes con

XLA en respuesta a LPS.

MUTACIONES

Las mutaciones en Btk responsables de XLA afectan el dominio cinasa y el dominio
homoélogo a pleckstrin, los cuales alteran actividad cinasa y la translocacién a la membrana
respectivamente.? ° Aunque se han descrito mutaciones en a lo largo de todo el gen que
codifica para Btk, siendo en total alrededor de 1112 mutaciones diferentes, de las cuales

14.83% se encuentran en el dominio SH2, 21.49% en el dominio pH, 46.94% en el dominio



cinasa y el resto de las mutaciones distribuidas en el resto de los dominios.” Basile et al.
reportaron un estudio en el que incluyeron 49 pacientes con diagndstico de XLA, los
autores encontraron mutaciones distribuidas a lo largo de todo el gen, tanto regiones
codificantes como no codificantes.”

La mayoria de las mutaciones incluyendo sustituciones de un aminodacido resultan en la
ausencia de la proteina Btk en plaquetas y monocitos. Sin embargo algunas sustituciones
de aminoacidos pueden dar como resultado la formacién de una proteina inestable pero
con cierto grado de funcién. Los defectos en splicing que afectan sitios en el consenso
splice que son conservados pero no invariantes pueden dar lugar a la produccion de

cantidades disminuidas o normales de Btk.%®

MANIFESTACIONES CLINICAS

Los pacientes tipicamente inician con sintomas entre los 6 a 12 meses de edad, cuando la
IgG materna transferida al feto a través de la placenta es catabolizada.’ Aunque existen
casos reportados de inicio en edad més tardia (hasta 15 afios).”

Los pacientes presentan tipicamente infecciones respiratorias bacterianas recurrentes y/o
infecciones gastrointestinales,® siendo las infecciones respiratorias la presentacion clinica

2> Las infecciones méas caracteristicas son otitis media,

inicial mas frecuente (69%).
sinusitis, bronquitis, neumonia e infecciones gastrointestinales.5 El desarrollo de
enfermedad pulmonar crénica se relaciona con la edad al diagndstico y el tratamiento
inadecuado.”

Las infecciones bacterianas son caracteristicas en los pacientes con XLA, principalmente
aquellas causadas por bacterias pidgenas encapsuladas, tales como Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, entre otras. En caso de
septicemia las bacterias que se han reportado con mayor frecuencia son Pseudomonas,
seguidas de Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumonia y Staphylococcus aureus.
En caso de artritis séptica los gérmenes que se aislan con mayor frecuencia son H.
influenzae y S. pneumoniae antes del inicio del tratamiento de reemplazo con
gammaglobulina (lg) y una vez iniciado el tratamiento la artritis viral es la mas frecuente.

La meningitis bacteriana se presenta antes del inicio del tratamiento con Ig, y es causada

por los agentes ya mencionados. > En una serie de 49 pacientes con XLA hasta un 16% de



los pacientes presentaron infecciones del sistema nervioso central (SNC) como
manifestacion inicial, siendo el agente causal H. influenzae o pneumococo.”

Los pacientes con XLA presentan infecciones recurrentes del tracto respiratorio. La
sinusitis crdénica se presenta en mas del 30% de los pacientes. La bronquitis y/o neumonia
cronicas pueden presentarse aun cuando se haya iniciado el tratamiento de reemplazo
con lg, lo que da lugar al desarrollo de bronquiectasias. >

Las infecciones del tracto gastrointestinal son frecuentes en los pacientes con XLA, Giardia
lamblia se aisla con frecuencia en las muestras de heces de los pacientes, este agente
dificil de erradicar y es causante de diarrea crénica y sindrome de mala absorcién.
Campylobacter jejuni causa infecciones similares, acompanadas ademads de afeccion
cutdnea vy fiebre. Salmonella es otro agente descrito como causante de diarrea en
pacientes con XLA.’

Mycoplasma es otro agente que causa infeccién en los pacientes con XLA, sobre todo a
nivel respiratorio, urogenital y de articulaciones. Los pacientes con XLA son especialmente
susceptibles a enterovirus (poliovirus, echovirus y coxackie-virus). Los sintomas
neuroldgicos progresivos, tales como ataxia, parestesias, pérdida de habilidades cognitivas
y de audicién neurosensorial, en pacientes con XLA, debe hacer sospechar de infeccién
por enterovirus. >

Cabe mencionar que los procesos infecciosos graves que ameritan hospitalizacion antes
del diagndstico se reportan hasta en un 74%.%

Mas del 20% de los pacientes con XLA presentan artritis la cual se presenta con limitacién

2
>27 En algunos casos

de la movilidad, aumento de volumen, dolor, y formacion de pannus.
se aisla algun agente pidgeno, sin embargo, en la mayoria de los casos no se logra el
aislamiento del agente. ° Los agentes que se aislaron del cultivo de liquido sinovial de una
serie de 19 pacientes de los cuales 25% cursaron con artritis séptica fueron estafilococo,
pseudomonas y micobacterias.?’

La neutropenia se ha reportado en pacientes con XLA, frecuencia variable 10-25% de
acuerdo con las series. Otras manifestaciones que pueden presentar los pacientes con XLA
son: glomerulonefritis, alopecia, amiloidosis y enfermedad de Von Reclinghausen.’

A la exploracién fisica las amigdalas estan ausentes o hipopldsicas (79%).

Como ya se menciond la mayoria de los pacientes con XLA tienen un inicio de infecciones

bacterianas, hipogammaglobulinemia y un ndmero muy disminuido o ausencia de



linfocitos B en sangre periférica.26 Sin embargo algunos pacientes tienen algo de 1gG y/o
IgM y escasos nimeros de linfocitos B en sangre y aunque la edad de inicio es temprano,
algunos adultos con XLA han sido diagnosticados hasta que se establece el diagndstico en
algun pariente como nieto o sobrino y se desconoce la causa de esta variabilidad.?® %
Broides et al. reportaron un estudio en que se incluyeron 110 pacientes con mutacién en
Btk los autores observaron que los pacientes con mutaciones menos graves (sustitucion
de aminodcidos o sustitucidon de pares de bases en los sitios dentro del consenso splice
gue es conservado, pero no invariante) tienen mayor probabilidad de diagnosticarse
tardiamente, mayor porcentaje de LB, asi como de IgM plasmdtica, comparados con
pacientes con mutaciones graves (defectos de splicing en sitios invariantes dentro de la
secuencia consenso del splice (primeros 2 o dos Ultimos pares de bases del intron), codén
de paro prematuro, mutaciones con corrimiento del marco de lectura).?® En otro estudio
realizado por Lépez et al. los autores incluyeron 65 pacientes con agammaglobulinemia de
los cuales en 54 se corrobord mutacién en el gen que codifica para Btk. Clasificaron las
mutaciones en menos graves y graves y observaron que los pacientes con mutacién
menos grave tenian niveles detectables de 1gG, IgA e IgM; los pacientes con niveles

detectables de Btk presentaban un mayor porcentaje de LB al momento del diagndstico. 29

DIAGNOSTICO

La mayoria de los pacientes con diagndstico de XLA cursan con infecciones bacterianas
recurrentes, especialmente de la via respiratoria, presentan niveles bajos de las
inmunoglobulinas séricas la 1gG sérica usualmente es menor a 200 mg/dl y la IgM e IgA
son menores a 20 mg/dl, ausencia de linfocitos B, definido como células que expresan
CD19 y CD20 <2%, lo que refleja un bloqueo en el desarrollo de los linfocitos B. Sin
embargo existen algunos casos raros de pacientes con XLA, en los que se han reportado
valores cercanos a los normales de linfocitos B. El analisis molecular del gen BTK se realiza
para establecer la mutacion. °

La Base de Inmunodeficiencias (IDR, de sus siglas en inglés ImmunoDeficiency Resource) es
una base que integra datos clinicos, bioquimicos, genéticos, gendmicos, computacionales,
protedmicos, estructurales de las inmunodeficiencias en donde se encuentran publicados

los criterios para establecer el diagndstico posible, probable y definitivo de XLA.*°



Se considera que un paciente tiene diagndstico posible de XLA cuando presenta los
siguientes criterios diagnosticos:

Masculino con menos de 2% de células CD19+, en quien se han excluido otras causas de
agammaglobulinemia (Deficiencia de cadena pesada, deficiencia de 5, deficiencia de IgA)
y que ademads cuenta con alguno de los siguientes criterios diagndsticos: 1) inicio de
infecciones bacterianas recurrentes en los primeros 5 afos de vida; 2) IgG, IgM e IgA
séricas 2 desviaciones estandar por debajo de los valores normales para la edad; 3)
ausencia de isohemaglutininas.

El diagndstico de XLA es probable en aquellos pacientes masculinos con menos de 2% de
células CD19+, quien presenta ademds todas las caracteristicas siguientes: 1) inicio de
infecciones bacterianas recurrentes en los primeros 5 afios de vida; 2) IgG, IgM e IgA
séricas 2 desviaciones estandar por debajo de los valores normales para la edad; 3)
Ausencia de isohemaglutininas y/o respuesta pobre a vacunas; 4) se han descartado otras
causas de hipogammaglobulinemia (Deficiencia de cadena pesada , deficiencia de 5,
deficiencia de IgA)

El diagndstico definitivo de XLA se establece en aquellos pacientes masculinos que tienen
menos de 2% de células CD19+ y ademads alguna de las siguientes caracteristicas:1)
mutacion de Btk; 2) ausencia de (acido desoxirribonucleico mensajero) RNAm
determinado por northern blot de monocitos o neutréfilos; 3) ausencia de Btk en
monocitos o plaquetas; 4) tios, primos maternos o sobrinos con menos de 2% de células

CD19+.

JUSTIFICACION.

Las inmunodeficiencias predominantemente de anticuerpos constituyen el grupo mas
numeroso dentro de las inmunodeficiencias primarias.> * Se ha descrito el efecto de la
deficiencia de Btk en la respuesta a ligandos TLR en lineas celulares, ratones y humanos,
siendo en estos ultimos donde se han observado mayor variabilidad en los resultados,
probablemente debido a la gran diversidad genética que existe, asi como a la gran
cantidad de mutaciones que pueden causar la enfermedad. En nuestro laboratorio hemos
demostrado que las células mononucleares de pacientes con XLA tienen una respuesta
predominantemente inflamatoria en respuesta a ligando de TLR4, lo que concuerda con
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estudios recientes de otros investigadores. En los estudios reportados a nivel mundial



no se ha buscado una asociacidon de la respuesta predominantemente proinflamatoria
gue muestran las células de pacientes con XLA, al ser estimuladas con ligandos de TLR’s,
con las mutaciones, ni con las manifestaciones clinicas, complicaciones, infecciones ni la
presencia de autoinmunidad o neoplasias. Conocer si existe una relacion entre las
manifestaciones clinicas, complicaciones asociadas a una respuesta pro-inflamatoria con
la produccién de citocinas (TNF-a, IL-10, IL-1B e IL-6) posterior al estimulo con ligandos de
TLR’s, ayudard a identificar a los pacientes con diagnéstico de XLA con mayor riesgo de
presentar infecciones, complicaciones como bronquiectasias, autoinmunidad y neoplasias
y asi tomar medidas de prevencion adicionales a la aplicacién de gammaglobulina

intravenosa, como el uso de antibidticos profilacticos, para disminuir su morbimortalidad.

IV. OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

OBJETIVO GENERAL

1. Establecer la asociacion existente entre los cambios en la produccidn de citocinas (IL-
10, TNF-, IL-1B, IL-6) en células de sangre periférica de pacientes con XLA
estimuladas con ligandos de TLR4, TLR7/8, TLR9 al ser comparadas con controles
sanos, con respecto al tipo de mutacion (grave y moderada), dominio de la proteina
Btk afectado (PH, PT, SH2, SH3 y cinasa), manifestaciones clinicas, complicaciones
tales como el desarrollo de bronquiectasias, infecciones, autoinmunidad y neoplasias
en pacientes con XLA que sean referidos para su diagnéstico a la Unidad de
Investigacion en Inmunodeficiencias durante al menos 2 afios (estos pacientes son
referidos del Hospital Infantil de México, Hospital Nifio DIF Hidalgo, Centro Medico

“La Raza”, Hospital General Regional # 25 IMSS Monterrey Nuevo Leén).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir las caracteristicas clinicas de pacientes con diagndstico de XLA que sean
referidos para su diagnostico del Hospital Infantil de México, Hospital Nifo DIF
Hidalgo, Centro Medico “La Raza”, Hospital General Regional # 25 IMSS Monterrey
Nuevo Ledn a la Unidad de Investigacion en Inmunodeficiencias de Marzo de 2012 a

Marzo de 2014.



2. Comparar las diferencias entre la produccién de citocinas (IL-10, TNF-, IL-1B, IL-6) en
células de sangre periférica de pacientes con XLA estimuladas con ligandos de TLR4,
TLR7/8, TLR9 y sus controles sanos pareados por edad y género, que sean referidos
para su diagndstico a la Unidad de Investigaciéon en Inmunodeficiencias durante al
menos 2 afos.

3. Identificar la asociacion entre la produccion de citocinas (IL-10, TNF-, IL-1B, IL-6) por
células mononucleares de sangre periférica de pacientes con XLA estimuladas con
ligando de TLR4, TLR7/8, TLR9 con el tipo de mutacion (grave y moderada), el
dominio de la proteina Btk afectado (PH,PT, SH2, SH3 y cinasa), manifestaciones
clinicas, procesos infecciosos, complicaciones, como bronquiectasias,
autoinmunidad y neoplasias.

4. Se determinard la expresion de moléculas de sefializacion de la via de TLR’s
(Mal/TIRAP, STAT3, SOCS3, 38MAPK, ERK, JNK) en células mononucleares de
pacientes con XLA despues de su activacion con ligandos de TLR4, TLR7/8, TLR9, por

western blot.

V.METODOLOGIA UTILIZADA

CLASIFICACION DE LA INVESTIGACION

Observacional, transversal, ambilectivo, comparativo, analitico.

MATERIALES Y METODOS.

Poblacion objetivo
Pacientes mexicanos con diagndstico de XLA.

Poblacion elegible
Pacientes con diagndstico de XLA que sean referidos para su diagndstico del Hospital

Infantil de México, Hospital Nifio DIF Hidalgo, Centro Medico “La Raza”, Hospital General
Regional # 25 IMSS Monterrey Nuevo Ledén, a la Unidad de Investigacion en

Inmunodeficiencias durante al menos 2 anos.

Criterios de seleccion
Criterios de inclusion



GRUPO 1: Caso

1.Pacientes con diagndstico definitivo de XLA de acuerdo con la IDR

b.Pacientes masculinos que tienen menos de 2% de células CD19+

c.Y ademas alguna de las siguientes caracteristicas

1) mutacién de Btk;

2) ausencia de (acido desoxirribonucleico mensajero) RNAm determinado por northern

blot de monocitos o neutrdfilos;

3) ausencia de Btk en monocitos o plaquetas;

4) tios, primos maternos o sobrinos con menos de 2% de células CD19+.

1.Pacientes con XLA que sean referidos para su diagndstico a la Unidad de Investigacién
en Inmunodeficiencias durante al menos 2 afios.

2.Firma de carta de consentimiento y/o asentimiento informado.

GRUPO 2: Control

1.Masculino que no cuente con diagndstico de XLA, pareado por edad por cada uno de los
pacientes con XLA que ingresen al estudio.

2.Pacientes que sean sometidos a un tratamiento quirdrgico (orquidopexia,
amigdalectomia, adenoidectomia, circuncisién, correcciéon de luxacién de cadera congénita,
pie equino varo, craneosinostosis) electivo en el INP.

3.Firma de carta de consentimiento y asentimiento informado.

Criterios de exclusién

1.Procesos infecciosos concurrentes en el momento de toma de la muestra en ambos
grupos.

2.Ingesta de anti-inflamatorio no esteroideo en la ultima semana.

3.Ingesta de inmunosupresores en el Ultimo mes.

4.Ingesta de vacunas bacterianas, inmunoestimulantes en la Ultima semana.

Métodos
1. ldentificacidn y reclutamiento de los pacientes y controles

Los pacientes con diagnodstico confirmado de XLA que cumplan con los criterios de
inclusidn seran invitados a participar en el estudio y en caso de aceptar se les solicitara la

firma de carta de consentimiento y/o asentimientimiento. Se incluird un control por cada



uno de los pacientes, pareado por edad y género, a quienes también se les solicitara la

firma de la carta de consentimiento y/o asentimiento.

2. Toma de la muestra

Se tomara una muestra de sangre periférica de 20 mL en cada grupo (pacientes con XLA 'y
controles sanos), con la siguiente técnica: lavado de manos con agua y jabon, colocarse
guantes desechables estériles, colocar un compresor por arriba del sitio de puncion,
realizar antisepsia de la regién con etanol al 96% o yodo polivinilpirrolidona antes de la
venopuncion, los sitios a puncionar seran, venas dorsales de la mano y fosa antecubital
(vena basilica, cefdlica y mediana). Puncionar la vena en un angulo de 152 a 309 respecto
de la piel con aguja de 25 mm, por goteo o con jeringa con el bisel hacia arriba, soltar el
compresor cuando refluya la sangre, posterior a la recogida de la muestra se retira la
aguja y se aplica presién suave hasta lograr hemostasia y se coloca un apdsito en el sitio
de puncién. La muestra de sangre se transportara en tubo heparinizado (BD'?) y en un

tubo CPT.

3. Separacion de las células mononucleares de sangre periférica (CMSP)
La separacion de las CMSP se realizard con tubos CPT de BD™® de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, brevemente:

1. Centrifugar los tubos CPT a 1800 RCF (Relative centrifugal force) durante 20 min.

2. Después de centrifugar las CMSP formaran una capa por debajo del plasma, dicha
capa se aspirara gentilmente con una pipeta Pasteur y se colocara en un tubo cénico
de 15 mL con tapa.

3. Se agragara PBS al tubo hasta aforar a 15 mL, se mezclara gentilmente.

4. Se centrifugarda nuevamente a 300 RCF por 15 minutos, se decantara el

sobrenadante.
Se resuspendera el botdn celular agitando suavemente en vortex.
Se adicionaran PBS hasta aforar a 10 mL y se mezclara suavemente.

Se centrifugara a 300 RCF por 10 min y se decantara el sobrenadante.
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Se resuspendera el botén celular agitando suavemente en vortex y se adicionara

AIMV hasta aforara 1 mL.



9. Se procedera a realizar cuenta celular y corroborar viabilidad con cdmara de

Neubauer y ticion con azul tripano.

4. Expresion de BTK por citometria de flujo

1.

Se colocara el equivalente a 1x10° células por tubo (control de isotipo, tincidn de Btk

y control de autofluorescencia) y se colocaron en bafio de hielo.

. Se realizard la tincién de CD14 y se incubard durante 20 min en bafio de hielo en la

oscuridad, finalizado este tiempo se lavaran las células.

. Se fijaran las células con 100 pL de Lyse/Fix Buffer 1x (Franklin, EUA BD

Phosphoflow™?) y se incubaran durante 10 min a 372 C en obscuridad, al finalizar el
tiempo de incubacién se lavaran y se permeabilizardn con 100 uL de Perm buffer I
(Franklin, EUA BD Phosphoflow™®) se incubaran durante 30 min en bafio de hielo y
en oscuridad, posterior a lo cual se lavaran, se agregaran 30 puL de FcBlock (Franklin,
EUA, BD PharmigenMR) previamente diluido 1:500 y se incubardn durante 30

minutos en bafio de hielo en oscuridad, finalizado este tiempo se lavaran las células.

. Una vez resuspendido el botdn celular y se agregaran 20 plL del anticuerpo anti BTK

humano tefiido con PE (Franklin, EUA, BD Phosphoflow™?) al tubo etiquetado como
BTK y 20 pL del control de isotipo IgG,, teiiido con PE (Franklin, EUA, BD
Phosphoflow™?) al tubo etiquetado como Cl, y se incubaran durante 30 min en bafio

de hielo en oscuridad, al finalizar se realizara el lavado.

. La adquisicién de las muestras se realizard en FACS Aria Flow Citometer (Franklin,

EUA, BDMR).

5. Deplecion de linfocitos B de las células CMSP de los controles

La deplecion de los linfocitos B se realizard con perlas anti CD19 Miltenyi Biotec™® de

acuerdo con las idicaciones del fabricante, brevemente:

1.

Pasar la suspensiéon celular a través de una organza, con la finalidad de evitar

grumos que ocluyan la columna.

. Centrifugar la suspensién celular a 300 RCF por 10 min y aspirar el sobrenadante.

. Resuspender el botdn celular en 80 uL de Buffer (PBS + albumina sérica bovina 0.5%,

EDTA 2mM)



Agregar 20 uL de micro perlas anti CD19 por cada 10’ células.

Mezclar e incubar a durante 15 min a una temperatura de 2-82 C.

Lavar las células con 1 mL de buffer y centrifugar a 300 RCF durante 10 minutos,
Aspirar el sobrenadante y resuspender en 500 mL de buffer.

Colocar una columna en el separador magnético MACS y enjuagarla con buffer.
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Colocar la suspension celular en la columna.
10. Recolectarlas células no marcadas, centrifugar a 300 RCF durante 5 min vy aspirar el
sobrenadante.
11. Resuspender el botdn celular en 1 mL de PBS y proceder a contar las células y
corroborar viabilidad.
Nota: antes y después de la separacion de linfocitos B, se tomaran 10 plL de la suspensién
celular y se tefiird con anticuerpo anti CD19 unido a FITC para corroborar el porcentaje en

gue eliminaron los LB.

6. Cultivo celular

En placas de cultivo de 24 pozos con fondo plano se prepararan pozos con 1x10° CMSP y
AIMV hasta un volumen final de 1000 puL por pozo. Se agregaran diferentes estimulos:
ligando de TLR4, ligando de TLR7/8 y ligando de TLR9, se dejaran sin estimulo. Las placas
se incubardn a 37°C y en una atmdsfera de CO, al 5% durante 24 h. Al finalizar del tiempo
de incubacién se homogenizara el contenido de cada pozo, mismo que se depositara en
un tubo eppendorf de 1 mL por pozo, y se centrifugara a 433g durante 5 min, posterior a
lo cual el sobrenadante se colocard en alicuotas de 100 puL y se congelara a -202 C hasta la

realizacién de la técnica de ELISA.

7. ELISA para determinacion de Citocinas en el sobrendante del cultivo

Se realizard de acuerdo con las especificaciones del fabricante, brevemente:

Se utilizaran placas previamente sensibilizadas con anticuerpo especifico hacia la citocina
a determinar (IL-10 6 IL-6 6 IL-1B o TNF-a). Se afiadiran 100 pL de la muestra del paciente
0 100 pL de la muestra del control o 100 pL standard por pozo, la placa se cubrirad con el
adhesivo que incluye el kit y se incubara durante 2 horas a temperatura ambiente. Se

aspirard el contenido de cada pozo y se lavara 4 veces con buffer de lavado, se tendra



cuidado de remover el fluido entre cada lavado. Después del ultimo lavado se decantara la
solucién de lavado y se invertird la placa sobre papel absorbente. Se agregaran 200 plL de
conjugado de la citocina que corresponda (IL-10 ¢ IL-6 6 IL-1B o TNF-a), de acuerdo con el
anticuerpo con que fue sensibilizada la placa, a cada pozo y la placa serd cubierta con el
adhesivo incluido para incubarse durante 2 horas a temperatura ambiente. Se aspirara el
contenido de cada pozo y se lavara 4 veces con el buffer de lavado, se tendra cuidado de
remover el fluido entre cada lavado. Después del ultimo lavado se decantara la solucién
de lavado y se invertird la placa sobre papel absorbente. Se agregaran 200 uL de solucidn
de sustrato a cada pozo y se incubard durante 20 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. Se agregaran 50 uL de solucidn de paro a cada pozo. Se determinara la
densidad dptica de los pozos en los primeros 30 minutos, mediante el espectrofotometro
Epoch (Biotek instruments, EUA) a 450 nm y se corregird la amplitud de onda a 540 o 570

nm.

8. Determinacion de la expresion de moléculas de sefalizacion por Western blot

Se cultivardn 2x10° células mononucleares con ligando de TLR4, TLR7/8 y TLR9 a
concentraciones y tiempo que se optimizard durante la etapa de estandarizacién, al
finalizar el cultivo se centrifugaran las células a 42 C y se lisaran con buffer de lisis
suplementado con inhibidores de fosfatas y proteasa, se cuantificard la proteina por
método de Bradford y se fraccionard en geles SDS-PAGE, se hard transferencia a
membrana de nitrocelulosa y se incubard con anticuerpos especificos a Mal/TIRAP, STAT3,

SOCS3, 38MAPK, ERK, JNK, posteriormente se revelara con anticuerpo secundario.

9. Clasificacion de las mutaciones
Las mutaciones se clasificardn a cuerdo a lo reportado por Broides et al.?® de la siguiente
manera:
1. Moderada: mutaciones que derivan en sustituciones de aminoacidos y defectos de
splicing que ocurren en sitios conservados pero no invariantes.
2. Graves: Mutaciones que ocasionan defectos de splicing en sitios invariantes dentro
de la secuencia consenso del splice (los primeras dos o los dos ultimos pares de

bases de un intron), codones de paro prematuro, corrimiento del marco de lectura.



10. Recoleccion de lainformacion clinica

Se revisaran los expedientes clinicos, asi como interrogatorio de pacientes y sus familiares,
de todos los pacientes con diagndstico de XLA que sean incluidos en el estudio y se
recabard la siguiente informacién contenida en la hoja de recolecciéon de datos, ver

adelante.

Tamano de la muestra
Ya que la XLA es una enfermedad con una prevalencia de 1/200,000 habitantes>® el

tamafio de la muestra sera a conveniencia y se incluirdn todos los pacientes con XLA que
sean referidos del Hospital Infantil de México, Hospital Nifo DIF Hidalgo, Centro Medico
“La Raza”, Hospital General Regional # 25 IMSS Monterrey Nuevo Ledén a la unidad de
investigacion en inmunodeficiencias para su diagndstico en al menos 2 anos. De febrero
de 2011 a febrero de 2012 fueron referidos un total de 20 pacientes, mismos que son
candidatos a ingresar al protocolo, estimamos que durante el estudio ingresarian al menos

40 pacientes.

Analisis estadistico
Las caracteristicas clinicas de los pacientes serdn resumidas con porcentajes y graficos de

pastel para aquellas variables cualitativas nominales dicotdmicas o politdmicas (XLA,
bronquiectasias, tipo de mutacién, dominio, Btk) y con medidas de tendencia central y de
dispersién como media, mediana, desviacidon estandar y grafico de barras, para las
variables cuantitativas, para identificar la forma de distribucion de los datos.

Las concentraciones de las citocinas en pacientes con XLA sera comparada con la
producida por su control sano correspondiente. Se identificara la existencia de asociacién
calculando OR utilizando una prueba de regresion logistica, entre los cambios en la
produccién de citocinas con el tipo de mutacién, el dominio de Btk afectado,
manifestaciones clinicas, procesos infecciosos, complicaciones, bronquiectasias y

autoinmunidad.



Xl. ACTIVIDADES REALIZADAS

Durante mi servicio social en el Instituto Nacional de Pediatria, estuve en la Unidad de
Investigacion en Inmunodeficiencias . Es un centro donde se realiza investigacion basica y
clinica de las inmunodeficiencias primarias, diagndsticos oportunos a través de pruebas
funcionales o moleculares, y dan a conocer este grupo de enfermedades a médicos de

primer contacto y a la poblacién a nivel nacional .

De mis principales actividades realizadas fueron académicas, los primeros temas de los
cuales tuvimos clases fueron sobre la fisiologia del sistema inmunitario, también sobre los
procedimientos en laboratorio para realizar diagndsticos y sobre la clasificacion,

fisiopatologia, clinica y tratamiento de las inmunodeficiencias primarias.

Ademads cada martes de la semana se presentaban casos con diagndsticos de dificil
abordaje y que su ADN se manda a secuenciacién de exoma y se analizaba la posible
alteracion del exoma que podria ocasionar las manifestaciones clinicas. Los dias miércoles
acudiamos a consulta externa de inmunologia donde se citaban pacientes con

inmunodeficiecias primarias, se interrogaban , exploraban y analizdbamos los casos.

Ya que es un hospital de tercer nivel, recibia casos referidos para guiar el diagndstico y
tratamiento, todos participabamos en el abordaje y busqueda de informacién para analisis
del caso clinico y en caso de ser candidato se investigaba en el laboratorio de

inmunodeficiencias.

Realicé presentacion de cartel en dos congresos sobre una serie de casos clinicos de
pacientes con diagndstico confirmado de deficiencia de DOCKS8. Fue presentando en el 37
Congreso Nacional de Pediatria y en la reunidén de la Sociedad Latinoamericana de

Inmunodeficiencias.

Parte de mis actividades de laboratorio fueron realizar expresion de citometria de flujo de
las proteinas WAS , DOCK8 y ATM para el diagndstico de la deficiencia de estas proteinas

en las inmunodeficiencias primarias. Realizamos subpoblaciones de linfocitos vy



linfoproliferacién en sangre para caracterizar a los pacientes con inmunodeficiencia
combinada severa. Ademds de realizar ELISAS para determinacion de citocinas en

pacientes con XLA, que eran parte de mi protocolo.

En todas realizabamos su lectura y andlisis para brindar un diagndstico al paciente.

Realicé busqueda bibliografica de mi respectivo protocolo de investigacion, para mi
presentacion del cartel, la presentacién de clases y andlisis de casos clinicos de pacientes

referidos.

En la Tabla 1 en la seccién de anexos se puede observar la distribucién por mes de horas
de clases, busqueda bibliografica, laboratorio y analisis de resultados asi como asistencia a

congresos.

Xil. OBJETIVOS Y METAS ALCANZADOS

Logramos recabar la muestra de sangre periférica de trece pacientes con diagndstico de
XLA. De los trece pacientes se incluyeron once y dos se excluyeron debido a que uno
presentaba un proceso infeccioso cutaneo severo al momento del estudio y en el otro

paciente la muestra fue insuficiente.

Determinamos por técnica de ELISA la produccién de citocinas (IL-10, TNF-, IL-1B, IL-6) en
sobrenadante de cultivo células mononucleares de sangre periférica estimuladas con

ligandos de TLR4, TLR7/8, TLR9.

Xill. RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Presentaremos el reporte de avances obtenidos del analisis de las muestras de los once
pacientes recabados para este estudio y redactaremos la forma de distribucién de los

datos.



Las muestras fueron analizadas de acuerdo al siguiente orden de colocacién del estimulo:
1. Sin estimulo

. PAM3

. PAM2

. Poli 1:c

. LPS

. Flagelina

. R848
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Con una dilucion de la muestra de 1:10 para Interleucina 10 y 1:80 para el resto de las
interleucinas y TNFa, se estimularon y midieron las Interleucinas 1, 6 y 10 asi como el
Factor de Necrosis Tumoral alfa en los cultivos celulares. Analizamos las medidas de

concentracion que obtuvimos por Western Blot .

En total obtuvimos 352 datos, los ordenamos en SPSS Stadistics Version 22. Y obtuvimos

sus estadisticos descriptivos.

En la Tabla 2 en la seccién de anexos, se incluye el valor de media, mediana, el minimo y
maximo y desviacién estandar de la producciéon de citocina IL-10, TNF-, IL-1B, IL-6 en

células de sangre periférica, con cada estimulo con ligandos de TLR4, TLR7/8, TLR9 .

En el Grafico 2 en la seccidén de anexos, observamos los datos en diagrama de cajas donde
se observa la mediana de la concentraciéon de citocina por cada estimulo y en cada

interleucina producidas en las células de sangre periférica.

Se puede observar que presenté mayor cantidad de concentraciéon la interleucina 6 para
todos los estimulos, la interleucina 10 alcanzaba menores concentraciones de citocina

para todos los estimulos en las células de sangre periférica.



Este protocolo continua en estudio, lo que permitird obtener las muestras pareadas de los
controles, asi como realizar la historia clinica completa y conocer las mutaciones de cada

paciente para poder realizar un analisis de variables

Pudo concluir analizando que realizar mi servicio social en el Instituto Nacional de
Pediatria, hizo que mi forma de ver la medicina cambiard . Comprendi que todos los dias
se conocen e investiga en México nuevas enfermedades y la forma de diagnosticarlas.
Pude observar que la investigacién cientifica es necesaria para la mejora de Ia
comprensién de las enfermedades, que reunir todos los elementos de la historia clinica
nos pueden orientar a un diagnéstico mas certero y que al paciente hay que valorarlo
integralmente para que de la mano de todas las manifestaciones clinicas podamos unificar

el diagnéstico.

IX. RECOMENDACIONES

Este afio de servicio social me brindé la oportunidad de estar en un laboratorio rodeado
de grandes investigadores. Comprendi que para lograr conocer las enfermedades vy
mejores tratamientos, la investigacion es la gran herramienta que nos permite crecer. Fue
un afo en que me acerque con el drea cientifica, microscépica y molecular que tiene la
medicina. Me dejo fascinada lo que hacen en la unidad de investigacion en
inmunodeficiencias, recomendaria que siguiera siendo una opcidén de vinculacion, ya que
nos impulsa a los alumnos a acercarnos cada dia mas a la medicina basada en evidencias y

seguir implementando
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Xl. ANEXOS

Grafico 1. Estructura de BTK
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Tabla 3. Tablas de disposicion de horas en periodo

Btk (76kDa)

PERIODO DE DURACION : 01 DE FEBRERO DEL 2010 Al 21 DE ENFRO DFL 2020

FEBRERO 2019

Busqueda bibliografica 36 horas
Laboratorio 36 horas

Lectura y anélisis de 18 horas
resultados

Clases 6 horas
Asistencia a congresos 24 horas

HORAS TOTALES 120H

MARZO 2019

Busqueda bibliogréaficas 30 horas
Laboratorio 48 horas

Lectura y analisis de 36 horas
resultados

Clases 12 horas

HORAS TOTALES 126H




ABRIL 2019

Busqueda bibliogréfica

50 horas

Laboratorio

Lectura y analisis de
resultados

36 horas

Clases

HORAS TOTALES

120H

|

Busqueda bibliogréfica

JUNIO 2019

36 horas

Laboratorio

Lectura y analisis de
resultados

24 horas

Clases

Lectura de expedientes

36 horas

HORAS TOTALES

120H

Busqueda bibliogréafica

AGOSTO 2019
36 horas

Laboratorio

Lectura y analisis de
resultados

12 horas

Clases

Lectura de expedientes

40 horas

HORAS TOTALES

132H

Busqueda bibliogréafica

MAYO 2019

6 horas

Laboratorio

Lectura y analisis de
resultados

24 horas

Clases

Lectura de expedientes

36 horas

HORAS TOTALES

120H

Busqueda bibliografica

JULIO 2019
14 horas

Laboratorio

Lectura y andlisis de
resultados

12 horas

Clases

Lectura de expedientes

36 horas

Asistencia a congresos

HORAS TOTALES

[y
[
o
II

SEPTIEMBRE 2019

Busqueda bibliogréfica

12 horas

Laboratorio

Lectura y analisis de
resultados

36 horas

Clases

Lectura de expedientes

28 horas

HORAS TOTALES

120H




OCTUBRE 2019

Laboratorio

Lectura y analisis de
resultados

Asistencia a congresos 50 horas

HORAS TOTALES 122H

DICIEMBRE 2019

Busqueda bibliogréfica 40 horas

Laboratorio

Lectura y andlisis de 20 horas
resultados
HORAS TOTALES 9oH

NOVIEMBRE 2019

Busqueda bibliografica 30 horas

Laboratorio

Lectura y analisis de 36 horas
resultados

Asistencia a congresos 12 horas

HORAS TOTALES 126H

ENERO 2020

Busqueda bibliogréfica 30 horas

Laboratorio

Lectura y andlisis de 48 horas
resultados
HORAS TOTALES 138H

Busqueda bibliogréafica

Laboratorio

Lectura y andlisis de resultados

Clases

Asistencia a congreso

Lectura de expedientes

HORAS TOTALES

320h

338h

118h

1448H




Tabla 2. Estadisticos descriptivos de concentracion de citocina por estimulo

Concentracion
Desviacion
Media Mediana Minimo Maximo estandar
Interleucina  IL-1 Estimulo  Sin estimular 6872,637 3245,750 27,381 | 18685,684 7191,011
PAM3 6197,865 3290,662 137,043 | 16675,021 5310,449
PAMZ2 5220,167 1437,643 289,755 | 13482,286 5425,476
Poli I:C 7044,896 4176,176 158,568 | 23474,787 7481,345
LPS 10338,668 5045,291 624,000 | 28218,278 9B889,265
Flagelina 9198,717 7619,840 624,000 | 27097,020 8516,462
RB48 9481,560 7652,637 | 2585,531 | 26823,357 7909,013
ODN 5521,124 2060,782 624,000 | 19613,098 6693,384
IL-6 Estimulo  Sin estimular | 15186,435 8417,373 210,982 | 50813,941 17218,583
PAM3 18986,774 8604,742 61,760 | 56631,864 19659,748
PAMZ 12611,160 5340,051 556,987 | 44516,348 14407,902
Poli I:C 15842,484 5361,693 624,000 | 52670,725 17749,402
LPS 20429,803 | 16513,530 919,789 | 61691,600 21286,290
Flagelina 21252,432 | 21251,341 285,594 | 56987,748 19160,955
RB48 19646,022 | 23024,146 490,774 | 49591,558 16770,574
ODN 13683,164 4538,432 624,000 | 46729,016 15353,917
IL-10  Estimulo  Sin estimular 748,506 136,748 30,812 3417,919 1053,925
PAM3 1451,658 423,568 62,400 6676,495 2169,419
PAMZ 849,237 231,756 62,400 3173,526 1146,455
Poli I:C 1066,419 251,476 4,811 6060,986 1794,768
LPS 2287,218 417,832 59,776 | 10659,199 3264,019
Flagelina 1982,905 561,242 62,400 7807,945 2596,938
RB4B 1166,258 262,949 62,175 6938,992 2033,985
ODN 451,417 148,221 14,518 1336,051 489,169
TNFa  Estimulo  Sin estimular 4017,840 2209,123 257,021 | 19560,405 5666,113
PAM3 3636,532 2230,688 62,744 9304,062 3414,300
PAMZ2 2652,405 973,732 392,820 | 10718,736 3338,758
Poli I:C 4697,880 1605,466 70,298 | 23499,227 7033,759
LPS 8664 ,8B58 3872,654 624,000 | 31075,356 10238,967
Flagelina 6770,885 3108,788 411,820 | 19366,318 7138,117
RB48 11093,982 9800,116 624,000 | 32839,106 10273,505
ODN 4170,608 1327,656 375,845 | 19507,126 5956,145
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Grafico 2. Diaarama de caias de concentracion de citocina por estimulo
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