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Abreviaturas.

EICH:

G-CSF:

GM-CSF:

HLA:

iNK

ITAM:

ITIM:

KIR:

LACOHG:

LLA:

MO:

NK:

Enfermedad injerto contra hospedero.

Factor estimulador de colonias de granulocitos, del Inglés

Granulocyte-Colony Stimulating Factor.

Factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos, del

Inglés Granulocyte and Monocyte-Colony Stimulating Factor.
Antigeno leucocitario humano, del Inglés Human Leukocyte
Antigen.

Interleucina

Célula asesina natural inmadura, del Inglés immature Natural
Killer

Motivo activador del inmunoreceptor basado en tirosina, del Inglés

Immunoreceptor Tyrosine-Based Activation Motif.

Motivo inhibidor del inmunoreceptor basado en tirosina, del Inglés

Immunoreceptor Tyrosine-Based Inhibition Motif.

Receptor tipo inmunoglobulina de la célula NK, del Inglés Killer-

Cell Immunoglobulin-like Receptor.

Grupo Onco-hematoldgico cooperativo de América Latina, del

Inglés, Latin America Cooperative Onco-Hematology Group.

Leucemia linfoblastica aguda.LMA: Leucemia  mieloblastica
aguda.MHC: Complejo principal de histocompatibilidad, del inglés
Major Histocompatibility Complex.

MédulaNCR: Receptor de citotoxicidad natural, del Inglés Natural
Cytotoxicity Receptor.

Célula asesina natural, del Inglés Natural Killer.



NKGZ2: Del Inglés, Natural Killer Group 2.

PCR-SSP: Reaccion en cadena de la polimerasa — primer de secuencia

especifica, del Inglés, Single Specific Primer-Polymerase Chain

Reaction.
SCU: Sangre de cordén umbilical.
SPM: Sangre periférica movilizada.

TCH: Trasplante de células hematopoyéticas.



Resumen.

El trasplante de células hematopoyéticas (TCH) es el principal tratamiento
médico para restaurar la hematopoyesis en aquellos pacientes con
enfermedades genéticas o después de la aplicacion de radioterapia en
pacientes con neoplasias hematolégicas.'

Las células que se utilizan en el trasplante pueden ser obtenidas de médula
Osea, cordon umbilical o de sangre periférica movilizada con citocinas
recombinantes (G-CSF o GM-CSF) .

El uso de células movilizadas surge en los afios 90’s y a diferencia de las
colectadas de meédula 6sea no requieren el uso de anestesia para ser
extraidas.

Dependiendo del origen del injerto, el TCH puede ser dividido en dos: autélogo
cuando las células provienen del mismo paciente y alogénico cuando vienen de
un donador sano.

El TCH involucra el tratamiento de los pacientes con quimioterapia y/o
radioterapia conocido como esquema de acondicionamiento, con la finalidad de
reducir el mayor nimero de blastos presentes en sangre periférica, asi como
de abatir la respuesta inmune del receptor para reducir el riesgo de rechazo al
injerto. Ademas, de contar con un espacio fisico en la médula ésea para el
establecimiento del mismo.?*

La reconstitucion inmune posterior al trasplante es sumamente importante para
el desarrollo del efecto injerto vs. leucemia, en donde se busca eliminar por
completo las células leucémicas residuales. Por parte del linaje mieloide los
neutréfilos y monocitos son los primeros tipos celulares en alcanzar niveles
normales en sangre periférica. Del lado del linaje linfoide, a las 2 6 3 semanas
posteriores al trasplante se tienen niveles normales e incluso elevados de
células NK, los linfocitos T CD4+ tardan hasta un afio en recuperar sus conteos
normales, mientras que las células B pueden tardar incluso hasta 2 afios.

Las células Natural Killer representan la primer linea de defensa frente a
infecciones virales, ademas de que participan en la enfermedad injerto contra
hospedero, la principal complicacion después del trasplante, y el efecto injerto
contra leucemia.

Una de las familias de receptores mas importantes, tanto por su interaccion con
las moléculas del antigeno leucocitario humano (HLA), como por los
polimorfismos que presentan, es la de los receptores KIR, los cuales son
codificados por 14 genes funcionales y 2 pseudogenes.

Con base en lo anterior se realizé un estudio de tipo cohorte con 68 parejas
donador-paciente, HLA compatibles, sometidas a trasplante de células
hematopoyéticas bajo el régimen de acondicionamiento Bu-Cy y a quienes se
les dio un seguimiento total de 700 dias posteriores al trasplante.



Tanto en donadores como en pacientes se realizo la tipificacién de los genes
KIR mediante PCR-SSP, encontrando una asociacion entre el genotipo KIR
(activador o inhibidor) y la presencia de enfermedad injerto contra hospedero
(EICH), la incidencia de recaida y la sobrevida en los pacientes.

Se encontré que en especifico el genotipo Bx se relaciona a un mayor riesgo
de desarrollar EICH, pero también se asocia a un menor riesgo de recaida y
mayor sobre vida en aquellos pacientes con donador con puntaje de B=2; del
lado contrario se encontr6 un riesgo aumentado de padecer una recaida en
aquellos pacientes cuyo donador posee un puntaje de 1.

Para corroborar estos datos se procedid a dividir a la poblacion de acuerdo a
los diagndsticos iniciales, no encontrando ninguna diferencia entre los
pacientes con leucemia mieloide aguda y leucemia linfoide aguda, solamente
confirmando la tendencia del genotipo Bx y el contenido de B=2 a mostrar
mejores prondsticos médicos.

De esta manera podemos concluir que es importante la realizacion del estudio
de la tipificacion de los genes KIR para mejorar los criterios de seleccion del
binomio donador-receptor, asi como usar los datos obtenidos de la misma
como marcadores que puedan predecir el curso del trasplante.



Abstract

Hematopoietic cell transplantation (HCT) is the main medical treatment to
restore hematopoiesis in patients with genetic diseases or after radiotherapy
application in patients with hematological malignancies. **

The cells used in transplantation may be obtained from bone marrow, umbilical
cord blood or peripheral blood mobilized using recombinant cytokines (G-CSF
or GM-CSF).

Using mobilized cells arises in the 90's and, unlike the bone marrow, do not
require the use of anesthesia for collection.

Depending on the source of the graft, HCT can be divided into autologous,
when cells are obtained from the same patient, and allogenic when cells come
from a healthy donor.

HTC involves the treatment of patients with chemotherapy and / or
radiotherapy, known as scheme conditioning, in order to reduce the largest
number of blasts present in peripheral blood, as well as abate the recipient's
immune response to reduce the risk of rejection graft. In addition, to have a
physical space in the bone marrow for graft establishment. *

Post-transplant immune reconstitution, is extremely important for the
development of graft-vs. leukemia effect, in which seeks to completely eliminate
residual leukemic cells. In myeloid lineage, monocytes and neutrophils are the
first cell types to reach normal levels in peripheral blood, in lymphoid lineage,
the patient reach normal levels at 2 or 3 weeks after transplantation.

Natural Killer cells represent the first line of the defense against viral infections,
and involved in graft vs. host disease, the main complication after
transplantation, and graft-versus-leukemia effect.

KIR genes encode for proteins, which are one of the most important families of
natural killer cells receptors, these, interacts with molecules in the human
leukocyte antigen (HLA) and have high degree of polymorphism.

Based on previous information, a cohort-type study was performed with 68 pairs
donor-patient, HLA compatible, undergoing hematopoietic cell transplantation,
under the Bu-Cy conditioning regimen and who were given a total follow-up of
700 days after the transplant.

Donors and patients KIR genotyping was performed by PCR-SSP, it was found
an association between KIR genotype (activator or inhibitor) and the presence
of graft vs. host disease (GVHD), the incidence of relapse and survival in
patients.

It was found that specific genotype BXx, is related to a higher risk of developing
GVHD, but also associated with a lower risk of relapse and high survival rate in
patients with have donor with B score = 2, the opposite side, an increased risk
of relapse in patients whose donor has a score of 1 was found.



To corroborate these data we proceeded to divide the population according to
the initial diagnosis, finding no difference between patients with acute myeloid
leukemia and acute lymphoblastic leukemia, only confirming the trend of
genotype Bx and content of B = 2 to show better medical prognoses.

Thus we can conclude that KIR genotyping is important to improve the donor
selection criteria, also we can use this data as markers that can predict the
course of transplantation.



1 Introducciéon

1.1 Eltrasplante de células hematopoyéticas (TCH) como herramienta
terapéutica; un panorama general.

El TCH, conocido en un inicio como trasplante de médula 6sea, representa uno
de los principales tratamientos médicos para aquellos pacientes que padecen
alguna enfermedad hematologica, también es utilizado para combatir algunos
tipos de cancer y otros padecimientos inmunoldgicos (Tablal), tiene dos
objetivos claros, el primero es sustituir la hematopoyésis del paciente al estar
total o parcialmente defectuosa, insuficiente o con caracteristicas neoplésicas.
El segundo objetivo es permitir un tratamiento agresivo con dosis de
quimioterapia y de radioterapia elevadas que originan una mielosupresion
prolongada o definitiva®*

Ademas, en el TCH a partir de un donador sano, las células
inmunocompetentes derivadas del injerto tienen la capacidad de generar una
respuesta inmunoldgica contra las células neoplasicas residuales, dicho
fundamento se conoce como enfermedad injerto vs. leucemia.

Los trasplantes, en general, se pueden clasificar de acuerdo al origen del
injerto en autoélogo, cuando el injerto proviene del mismo sujeto, alogénico o
heterélogo cuando proviene de un donador sano y finalmente singénico cuando
proviene de un hermano gemelo idéntico. **

El trasplante autélogo se utiliza en el tratamiento de algunas leucemias,
linfomas y algunos otros tipos de cancer como el testitucular y el
neuroblastoma (Tabla 1). Una de las ventajas de la realizacion de un trasplante
autologo es la nula incidencia de rechazo hacia el injerto, ademas de que no
existe riesgo de desarrollar enfermedad injerto contra hospedero (EICH).**

Sin embargo, este procedimiento tiene algunas desventajas, ya que al
momento de la colecta de las células también se pueden también tomar
algunas células cancerosas que al injertarse vuelven a desarrollar la
enfermedad. Ademas de esto, el paciente genera la misma respuesta inmune
gue poseia anteriormente, haciendo que las células residuales cancerosas
puedan volver a recapitular la enfermedad. **

El trasplante alogénico, se utiliza para el tratamiento de una mayor cantidad de
enfermedades hematoldgicas (Tabla 1) y a diferencia del autélogo, presenta la
complicacion de desarrollar posible rechazo hacia el injerto por parte del
receptor, ya que es de vital importancia la compatibilidad de los antigenos
principales de histocompatibilidad (MHC). Sin embargo, el riesgo de recaida es
menor cuando se realiza este tipo de trasplante, pues si bien la EICH
representa una causa importante de mortalidad después del trasplante,
también tiene un efecto benéfico, pues se asegura la eliminacion de las células
leucémicas residuales.*”



Finalmente el trasplante singénico se elimina el riesgo de un rechazo del injerto
o de la aparicién de la EICH al tratarse de células injertadas con el mismo pefrfil
de MHC, ademés a diferencia del trasplante alogénico, no existe el riesgo de
presencia de células cancerosas.™?

Tabla 1 Enfermedades neoplasicas y no neoplasicas tratadas con TCH autdlogo 6 alogénico

Trasplante Autoloc Trasplante Alogeénic
Neoplasias Mieloma Mdltiple Leucemia Mieloide Aguda
Linfoma No-Hodgkin Leucemia Linfoblastica Aguda
Leucemia Mieloide Leucemia Mieloide Cronica
Aguda

Sindrome Mielodisplasico

Neuroblastoma . o
Mieloma Mdltiple

Cancer de Ovario : . . :
Neoplasias Mieloproliferativas

Leucemia Mieloide Crdénica Juvenil

Desordenes | Enfermedad Autoinmung Anemia Aplasica
no neoplasicos. Amiloidosis Anemia de Fanconi
Anemia de Células Falciformes
Inmunodeficiencia Severa Combinada
Talasemia Mayor

Sindrome de Wiskott-Aldrich

En esta tabla se observa la clasificacidn de los trasplante de acuerdo a la fuente de obtencién de
las células hematopoyéticas y los tipos de enfermedades en los que se utiliza este procedimiento.

1.2 Los inicios del TCH.

Existen reportes de que los primeros injertos de células, con la finalidad de
tratar padecimientos como anemias y leucemias, consistian de extractos de
médula 6sea o de bazo, los cuales se administraban inyectados o por via oral
en la década de los 50.°

En el afio de 1957 se reporta el primer injerto de células provenientes de
médula 6sea en un paciente que habia recibido radiacion y quimioterapia,
debido a los resultados positivos en la restauracion de la hematopoyésis ,se




siguieron realizando estos procedimientos para el tratamiento, principalmente,
de distintos tipos de leucemia, aunque el niimero de casos exitosos era bajo.%’

A principios de los afios 60 empez6 a tomar mucha importancia la participacion
de los antigenos de histocompatibilidad (HLA) en el trasplante, pues se observo
gue eran un factor clave para el desarrollo de la EICH o de rechazos hacia los
injertos, 10 afios después comenz6 a darse mayor énfasis al cuidado de los
pacientes, antes y después de realizado el trasplante, estas mejoras tuvieron
un impacto positivo en la sobrevida de los pacientes, observandose hasta un
70% més de casos exitosos.®®

El accidente nuclear ocurrido en Chernobyl en 1986 por la elevada exposisicon
a la radiacion, provocd, entre otras cosas, la supresiéon en la hematopoyesis de
miles de personas, las cuales fueron tratadas con TCH. Durante la década de
los 80s aumento el interés por mejorar las condiciones del trasplante, por lo
que se hizo énfasis en los criterios de seleccion de los pacientes como factores
de riesgo, el estado de la enfermedad, el tipo de trasplante, infecciones, entre
otras cosas.’

También durante estos afios se desarroll6 la tecnologia de la crio-preservacion,
por lo que el uso de las células de médula 6sea autélogas, aument6 para el
tratamiento de padecimientos hematopoyéticos y de tumores solidos ademas,
se logr6é un avance muy importante en este campo, pues se descubrié que tras
la administraciéon de factores estimulantes de colonias de granulocitos y
monocitos (GM-CSF), existia una cantidad considerable de células
progenitoras y precursoras en sangre periférica.’

En 1986 se desarrollé en Estados Unidos, un programa de registro que
buscaba e identificaba donadores compatibles no relacionados a aquellos
pacientes que no contaban con un donador en su familia. Actualmente dicho
registro se conoce como Programa Nacional de Donadores de Médula Osea.’

Durante los afios 90s se ampli6 el uso de trasplante alogénicos, esto gracias al
mejoramiento de las técnicas de tipificacion de HLA, ademas comenzé la
aplicacion de tratamientos con bajas dosis de quimioterapia y radioterapia, lo
cual se conoce como esquema de acondicionamiento no mieloablativo, esto
impacta de manera positiva en la sobrevida del paciente al reducir la toxicidad
de dicho tratamiento. Junto con esto se inicié el interés por la obtencion de
células hematopoyéticas de sitios diferentes a la médula ésea, una de las
mejores alternativas resulté ser la sangre de cordon umbilical (SCU), pues se
obtuvieron células troncales en mayor concentracién y con menor capacidad
para desarrollar rechazos.’

En la actualidad los esfuerzos se enfocan en la prevencion y el tratamiento de
la EICH, que representa la mayor complicacion del TCH. Para esto existen
guias publicadas por distintas asociaciones como: la Sociedad Americana de
Trasplantes de Médula Osea y los Institutos Nacionales de Salud, que tienen
como finalidad orientar a los médicos sobre el “momento ideal” para aplicar un
tratamiento contra la EICH.®



1.3 La historia del TCH en México.

En México, el primer TCH se realiz6 en el afio de 1980, dentro de las
instalaciones del Instituto Nacional de la Nutricion “Salvador Zubiran” (INNSZ).
Posteriormente se llevaron a cabo algunos procedimientos mas pero dado a los
pobres resultados obtenidos el TCH fue retomado como préctica clinica hasta
1995, afio en el cual se comenzaron a utilizar células movilizadas a sangre
periférica.’®

Posterior a la creacion del programa de trasplante en el INNSZ, surgieron en el
pais distintos centros que iniciaron sus propios programas. Los primeros
trasplante autélogos y alogénicos con la implementacion de sangre periférica
movilizada, fueron realizados en el Instituto Nacional de Cancerologia en 1992
y 1996, respectivamente; mientras que los primeros trasplantes utilizando SCU
se llevaron a cabo en el Hospital Gabriel Mancera del IMSS, en 1998, durante
ese mismo afio en el Hospital Universitario de Monterrey se realiz6 el primer
trasplante utilizando un esquema de acondicionamiento no mieloablativo.'®**

Un afio después, se llevo a cabo la primera y Unica reunién de los diferentes
grupos de trabajo de TCH en el pais, en donde se discutieron los avances y
nuevos desafios que se planteaban para el TCH. Hasta esa fecha se habian
realizado un total de 649 trasplantes, de los cuales el 61.6% eran de tipo
alogénico, mientras que el resto era autlogo.**

Los centros con mayor numero de trasplantes realizados hasta 1999 eran el
Centro Médico La Raza (8.6%), Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS
(7.5%), Hospital de Especialidades del IMSS en Puebla (7.7%), INNSZ (5.1%),
Centro de Hematologia y Medicina Interna de Puebla (5.1%), Centro Médico
Nacional 20 de Noviembre del ISSSTE (3.4%), Hospital Universitario de
Monterrey (2.5), Instituto Nacional de Pediatria (2.0%) y Hospital Infantil de
México (0.8%)."**

Actualmente, la Ciudad de México, Puebla y Monterrey, son las principales
entidades federativas en donde se realizan TCH de tipo alogénicos, la mayoria
utlizando esquemas de acondicionamiento mieloablativo, es decir con dosis de
guimioterapia y radioterapia elevadas. Sin embargo, en ultimos afios se ha
dado un mayor impulso a la utilizacion de esquemas no mieloablativos, también
conocidos como de intensidad reducida, debido a que benefician la sobrevida
del paiclzileznte y disminuyen los costos hospitalarios para las instituciones de
salud.”™

Nuestro pais cuenta con una version “modificada” del esquema no
mieloablativo tradicional, conocido como Esquema Mexicano, el cual consiste
en la aplicacion conjunta de fludarabina, ciclofosfamida y busulfan. Dicho
esquema ha demostrado efectividad en el trasplante alogénico y ademas se ha
adoptado como esquema de referencia para el grupo LACOHG (Latin America
Cooperative Onco-Hematology Group), empleandose en paises como
Venezuela, Brasil y Colombia.*®**



1.4 El protocolo para el TCH.

Una vez que el paciente es inscrito al protocolo de trasplante, se lleva a cabo
una exhaustiva revisibn y seguimiento médico, el cual consiste en la
aprobacién del estado de salud del sujeto por los distintos especialistas.
Ademas, se le realizan pruebas de gabinete y laboratorio antes de que se
realice el trasplante, dentro de las pruebas de laboratorio mas importantes, se
encuentran: la prueba de histocompatibilidad HLA y la compatibilidad de grupo
sanguineo ABO entre donador y paciente. *°

Otro aspecto importante que se considera antes de realizar el trasplante es el
origen y la caracterizacion de las células a injertar, a la fecha se tienen tres
fuentes de obtencion, médula ésea (MO), sangre periférica movilizada (SPM) y
SCU, cada una de éstas con diferente potencial de injerto.'®

Finalmente en el periodo pre-trasplante (antes del trasplante), se debe también
de seleccionar el esquema de acondicionamiento mas adecuado para el
paciente, pues esto impacta en la sobrevida de los mismos. Se cuenta con dos
tipo de esquema de acondicionamiento, clasificados de acuerdo al nivel o dosis
de radiaciébn y quimioterapia recibidos, los esquemas mioloablativos se
recomiendan para pacientes jovenes, mientras que los esquemas no
mieloablativos se utilizan en pacientes de la tercera edad y pacientes
pediatricos.’

Durante los dias y meses después del trasplante, conocidos como periodo
post-trasplante, se realiza en el paciente un seguimiento médico para verificar
la reconstitucion inmunoldgica, a través del conteo de neutrofilos en sangre
periférica, ademas se brinda atencion a los signos que pueden indicar la
aparicion de la EICH o del rechazo al injerto.*®

Con la finalidad de evitar las recaidas, los médicos realizan en el injerto una
eliminacion de células tumorales, para disminuir la probabilidad y el riesgo de
infundir células cancerosas. Sin embargo este procedimiento también dafa la
viabilidad de las células progenitoras, generando tiempos mas prolongados de
reconstitucién y aumentando el riesgo de padecer enfermedades infecciosas.®

Todos los puntos indicados en los periodos pre y post-trasplante se veran mas
a detalle a continuacion.

1.4.1 Compatibilidad donador-paciente de sistema ABO y antigenos
HLA.

A diferencia de las transfusiones sanguineas y los trasplantes de 6rganos
sélidos, casi una tercera parte de los TCH se realizan dejando atras la
compatibilidad de grupo sanguineo ABO, sin embargo; existen estudios en
donde afirman que si bien la incompatibilidad de grupo sanguineo no significa
una contraindicacion al trasplante, si aumenta el riesgo de reacciones
negaéivas en el paciente que pueden, en algdn momento comprometer su
vida.®*°



Las incompatibilidades de grupos ABO se dividen en dos:

1) La incompatibilidad menor, es aquella en donde los linfocitos B del
donador producen anticuerpos contra los antigenos presentes en los
glébulos rojos del receptor, por ejemplo donador con tipo O y un receptor
de tipo A o B.

2) La incompatibilidad mayor, se presenta cuando existe la presencia de
anticuerpos contra los antigenos del eritrocito del donador, por ejemplo
un receptor tipo O y un donador A o B.*%2°

Es bien sabido que la incompatibilidad de grupo ABO incrementa el riesgo de
hemdlisis en cualquiera de los grupos; sin embargo, no existe la suficiente
evidencia de que ésta tenga un impacto relevante en la recuperacion del
paciente.™

Por otro lado, el desarrollo de los estudios de histocompatibilidad inicié con el
descubrimiento de los antigenos HLA por Jean Dausset, quien observé que
sueros de pacientes politransfundidos aglutinaban glébulos blancos.?*

La compatibilidad de tejidos esta determinada por los genes que codifican para
el MHC, conocido en el humano como HLA. Dichos genes se localizan en el
brazo corto del cromosoma 6 y tienen como funcién biolégica iniciar la
respuesta inmunologica frente a péptidos extrafios, permitiendo el
reconocimiento de lo propio y de lo ajeno.?*?*

Las proteinas codificadas por dichos genes se se clasifican en dos clases: la
clase | la componen los loci HLA-A, -B y —C y son expresadas en todas las
células del cuerpo que poseen nudcleo, mientras que la clase Il esta formada
por HLA-DR, -DQ y -DP y se encuentran expresadas soOlo en células
presentadoras de antigeno profesionales, como lo son las células dendriticas,
los linfocitos B y los macréfagos.?*23

Esta familia de genes es la mas polimérfica en el genoma humano, pues hasta
la fecha se tienen reportados méas de 2500 alelos en las diferentes poblaciones
estudiadas. La presencia del polimorfismo inicialmente se identificaba de
manera serologica, sin embargo a la fecha la tipificacion de estos genes se
realiza a nivel molecular utilizando como base el DNA para detectar distintos
tipos de alelos de un mismo antigeno, teniendo asi una mayor definicion del
sistema?®®

Las técnicas moleculares usadas hoy en dia varian en la resolucion de la
tipificacion. De esta forma se denomina baja resolucién cuando se identifican
un grupo de familias o alelos clasificados en serotipos, teniendo una notacion
en dos digitos por ejemplo HLA-A2. La mediana resolucion permite discriminar
alelos individuales con su respectivo serotipo (HLA-A*0201), este nivel de
resolucion es generalmente usado para la seleccion de donadores pues se
asegura que se comparta el alelo.?®

Por lo anterior, el mejor donador es aquel que es genotipicamente HLA
compatible con su receptor, los estudios de compatibilidad generalmente se
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hacen en familia con el objetivo de buscar un donador, ademas tiene la
finalidad de confirmar el genotipo del receptor para la busqueda de genotipos
en donadores no relacionados si fuera necesario.?

Inicialmente los estudios de compatibilidad se enfocaban a los loci A,B y DRB1,
posteriormente se observé la importancia de tipificar al loci HLA-C, pues se
descubri6 que algunas diferencias alélicas en este loci son mejor o peor
toleradas que otras durante el trasplante, impactando en una menor o mayor
frecuencia de rechazos.?*

Dentro del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI,
se llevan a cabo los estudios de histocompatibilidad a mediana resolucién para
los loci HLA-A,-B,-C,-DR, -DQ, resultando donadores HLA-compatibles si
comparten los dos haplotipos (grupos de genes HLA heredados en bloque),
(10/10 antigenos) o haploidénticos cuando solo comparten un haplotipo (5/10
antigenos) a nivel de grupo de alelos.™

La importancia de estos estudios radica en EICH, en donde las células inmunes
del donador atacan a las células sanas del receptor provocando dafios en
diversos oOrganos, existe evidencia que entre mayores diferencias o
discrepancias en los genes HLA entre donador y paciente existan, aumenta el
riesgo de desarrollo de reacciones adversas.?

1.4.2 Fuente de las células a injertar.

Como ya se menciond, existen tres fuentes de obtenciébn de células
hematopoyéticas, MO, SCU y SPM. La MO fue la primer fuente utilizada para
obtener células hematopoyéticas, realizando trasplante de tipo aogénico con un
éxito moderado, ya que la incidencia de EICH en los pacientes era de mas del
80% de los casos, lo que se traducia como una mayor mortalidad.®

Ademas de los aspectos negativos en los pacientes, la obtencion de las células
resultaba en un procedimiento riesgoso y doloroso para los donadores, pues se
tiene que aspirar directamente de huesos largos y planos como el esternén o
las crestas iliacas.®

Con el descubrimiento de que la aplicacion sistémica de factores de
crecimiento como el GM-CSF provocaba la migracion desde la médula 6sea
hacia la sangre periférica de precursores y progenitores hematopoyéticos,
comenzd el uso de SPM como fuente de dichas células, pues podian ser
colectadas facilmente mediante un proceso de aferésis.®

El uso de esta fuente no demostraba diferencias entre los indices de éxito de
los trasplantes comparados con el uso de células de MO, por lo que desde
hace aproximadamente 20 afios su uso ha aumentado debido a que el
procedimiento no resulta riesgoso para los donadores.®

Finalmente en los Ultimos 10 afios se ha utilizado la SCU como fuente
alternativa para la obtencion de células hematopoyéticas, utilizdndose
principalmente para pacientes pediatricos, los cuales necesitan una dosis mas
pequefias de células.Entre las ventajas que presenta el uso de células
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obtenidas de SCU es el bajo indice de EICH que presentan los pacientes, pues
estas células no son inmunogénicas y tienen un mayor indice de replicacion
que las obtenidas de SPM y MO.%

Como se menciona anteriormente, cada una de las fuentes de obtencion de
células hematopoyéticas presentan caracteristicas diferentes entre si, pues
tanto en el uso de MO como de SPM, la principal complicacién es la EICH, que
ocurre aproximadamente en el 70% de los pacientes, mientras que con
respecto al uso de células de SCU, el principal problema es la baja cantidad de
células troncales que se recolectan.?’

1.4.3 Caracterizacion de las células a injertar.

La caracterizacion del marcador CD34+ como indicador de troncalidad se
remonta al uso de anticuerpos monoclonales por Civin et al. en 1984,
encontrando este marcador en un 1-3% de las células mononucleares de la
médula dsea y en una fraccién mucho menor en sangre periférica.?® Cultivos de
las células CD34+, son capaces de generar unidades formadoras de brotes
eritroides, unidades formadoras de colonias granulocito-macrofago, unidades
formadoras de colonias de megacariocitos y unidades multipotenciales de
colonias granulocito-eritrocito-macréfago-megacariocito.?**°

Mediante el uso de otros marcadores se ha refinado la seleccion de la
poblacion troncal, con capacidad de auto-renovacion y diferenciacion hacia los
distintos linajes hematopoyéticos y caracterizando su inmunofenotipo como
CD34+, Thyl+, CD38-, HLA-DR- y marcadores de linajes negativo.*

Una vez extraidas y caracterizadas mediante su marcador de superficie
CD34+, las células son cultivadas y congeladas para dar inicio a la
quimioterapia con altas dosis de farmacos y de radiacion. Ya que el paciente
tiene abatida la hematopoyésis, las células son infundidas nuevamente para
regenerar las células sanguineas y de la respuesta inmune. La cantidad ideal
de células infundidas para que la hematopoyésis del paciente se recupere de
manera rapida y sostenida, es de 400 a 600 millones de células CD34+ por
kilogramo de peso del paciente.®

1.4.4 Esquemas de acondicionamiento.

Se define como esquema de acondicionamiento a la aplicacion, en pacientes
que son candidatos a un trasplante alogénico de células hematopoyéticas, de
guimioterapia y/o radioterapia, con dos finalidades; la primera de ellas es
reducir el nimero de células malignas (leucémicas) y la segunda es suprimir la
respuesta del sistema inmune del receptor para favorecer el injerto de las
células troncales."’

La intensidad de la quimioterapia y la radioterapia puede variar de manera
significativa. De manera tradicional, los pacientes méas jovenes con diagnostico
de leucemia, reciben una dosis de ciclofosfamida de 120mg/Kg y radiacion
total. En otro esquema similar, se realiza la aplicacion de ciclofosfamida a la
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misma dosis y de busulfan a una dosis de 16mg/Kg; éste Ultimo esquema se
conoce como Bu-CY. A este tipo de esquemas se les denomina mieloablativos,
pues resultan en un abatamiento casi total de la hematopoyésis en el
paciente.!”%

En los ultimos 35 afos, los diversos grupos de trabajo en los centro en donde
se realizan trasplantes, han modificado las dosis de quimioterapia Yy
radioterapia segun el tipo de paciente; sin embargo, los estudios hasta la fecha,
no evidencian que dosis altas, en el esquema de acondicionamiento, aumenten
la sobrevida de los pacientes trasplantados.®*>°

Desde hace 20 afios empezaron a utilizarse otros quimioterapéuticos como la
fludarabina y dosis aun menores de radiacion total asi como agentes
alquilantes. Estos regimenes, conocidos como esquemas de intensidad
reducida, fueron disefiados para pacientes cuya condicion fisica, previo al
trasplante, no permitia el uso de las dosis clasicas. Dichos pacientes
generalmente superaban los 50 afios de edad; estos esquemas comenzaron a
volverse populares a partir del 2001, afio en el que este tipo de régimen de
acondicionamiento se ocupaba en el 30% del total de casos de trasplante.®*%

Existe un tercer tipo de esquema de acondicionamiento, denominado no
mieloablativo, en el cual no se utiliza fludarabina y/o dosis baja de quimio-
radioterapia, también son conocidos como mini-trasplante.*3®3

La toxicidad que desarrollan los pacientes después de someterse a estos
esquemas, es proporcional a la dosis, es decir, los tratamientos mieloablativos
estan relacionados con una mayor toxicidad, menor sobrevida y la aparicion de
la EICH en los primeros 100 dias después del trasplante, lo que se conoce
como la EICH de tipo agudo.*®

A causa de lo anterior y de haber demostrado una eficacia similar, el uso del
esquema no mieloablativo se ha expandido en las instituciones de salud.
Ademas de una menor toxicidad y una mayor sobrevida, el tratamiento no
mieloalbativo esté relacionado con un requerimiento menor de transfusiones
sanguineas y un menor periodo de neutropenia y por lo tanto la disminucion en
el indice de infecciones oportunistas.3“°

Con lo anterior, el paciente se ve clinicamente beneficiado y las instituciones en
donde se realiza el trasplante pueden disminuir sus costos, pues a diferencia
del esquema mieloablativo donde la hospitalizacion duraba un minimo de 4
semanas, en el tratamiento de intensidad reducida la hospitalizacion se ve
disminuida hasta en 1 semana, asi como también el consumo de insumos
hospitalarios y recurso biolégicos (sangre).**

1.4.5 Reconstitucion inmunoldgica.

La reconstitucion inmunolégica posterior al trasplante, es una de las limitantes
en la eficacia de dicho procedimiento y ocurre a distintos tiempos. Los primeros
100 dias posteriores al trasplante se caracterizan por una deficiencia en células
linfoides, como las células NK, células T y B, y células mieloides como los
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nuetréfilos y macréfagos, esto provoca que los pacientes sean susceptibles a
infecciones virales, flingicas y bacterianas.*?

La reconstitucion post-trasplante se ha estudiado en diversos tipos celulares,
siendo los principales los monocitos/macréfagos, las células dendriticas y las
células Natural Killer (NK), que forman parte de la respuesta inmune innata. De
los monocitos/macréfagos, se tienen cuentas normales después de las
primeras dos semanas de la infusion del injerto, aunque estas células carecen
de actividad completa.*?

Los dias posteriores al régimen de acondicionamiento, se conocen como fase
aplasica o de neutropenia, que se caracterizan por presentar niveles bajos de
neutréfilos en sangre, dicho periodo dura alrededor de 14 dias cuando el injerto
proviene de SPM (Figura 1), 21 dias cuando se utiliza MO y 30 dias cuando la
fuente es SCU.**3

Dentro del linaje linfoide, la célula NK es el primer tipo celular en recuperar
niveles normales en el paciente (Figura 1), los primeros conteos de células
inmaduras NK (iNK) que se caracterizan por el fenotipo KIR-, NKG2-, se
registran en el primer mes post-trasplante, mientras que el fenotipo maduro,
KIR+ NKG2+, registra niveles normales a partir del segundo mes. Cabe
destacar que el desarrollo de este tipo celular es independiente de factores del
paciente, por ejemplo la edad, lo anterior ocurre gracias a la rapida expansion
de la poblacién de células NK denominada CD56°"9™ l|a cual expresa en gran
cantidad dicho marcador de membrana y que es ademas, productora de IL-2,
una citocina necesaria para la proliferacion celular; esta expansion no se
mantiene mas alla del primer afio después del trasplante.*®**

Con respecto a la recuperacion de los linfocitos T, las células CD8+ son las
primeras en reconstituirse (Figura 1), esto debido a la expansion de células T
de memoria gracias a la presencia de citocinas y antigenos aloreactivos. La
formacion de células T naive, o células T “inocentes” esta en funcién de la edad
del receptor, pues el timo, el érgano donde las células maduran, tiene un
proceso de degeneracion conforme avanza la edad del sujeto, por lo que pierde
su capacidad para madurar células T.**
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Finalmente las células B representan el Ultimo compartimento de inmunidad
celular en ser reconstituido (Figura 1), pues puede tomar hasta dos afios para
que los niveles en sangre periférica sean normales.**

140 Neutrafilos, monocitos, NK Células B, CD 8+
Cuenta de células 1| — coas, NkT ~—— Células Dendriticas
Inmunes (% normal)
1204 - N e s
Infusién del Injerto
100
804
601
404
20
0
Semanas Meses Afios

Figura 1. Tiempo de reconstitucion inmunoldgica después del trasplante

Se observa que después de la infusidn del injerto casi todos los tipos celulares se ven disminuidos. Los
primeros tipos celulares en recuperar los niveles noramles en cuestion de las dos primeras semanas son
los neutroéfilos, monocitos y células NK, mientras que las células T, células dendriticas y células B son las
dltimas en alcanzar nimeros normales en el pacientes. Modificado de **

Con la finalidad de reducir las muertes por EICH, se ha desarrollado una
estrategia para eliminar a las células T que pueden encontrarse en el injerto,
dicho proceso se conoce como deplecién de linfocitos T, y aunque disminuye
los efectos adversos de la EICH, también provoca un periodo mas prolongado
de tiempo en el que el paciente es susceptible a contraer infecciones.**

Dejando de lado a los linfocitos T y B, las células NK tienen una participacion
de vital importancia durante la etapa de neutropenia, pues son las encargadas
del control de cualquier efermedad infecciosa que el paciente pudiera llegar a
contraer.*®

1.5 La célula Natural Killer (NK).

Inicialmente, las células NK fueron descritas como una poblacién de linfocitos
gue son capaces de eliminar células tumorales singénicas sin una inmunizacion
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previa. Actualmente, se ha identificado que su desarrollo proviene de
precursores en la médula 6sea y que posterior a su maduracion y
diferenciacién ejercen distintas funciones en diversos érganos y tejidos. 4>4°

En los humanos, las células NK, se caracterizan por los marcadores de
membrana CD56+ CD3-, y por la expresion intracelular de perforina, la cual es
esencial para el desarrollo de la citotoxicidad. En sangre periférica, las células
NK representan la mayor poblacién de linfocitos, constituyendo entre 5-15%.%

1.5.1 Eldesarrollo y la funcién de las células NK.

El desarrollo de las células NK y asi como los otros tipos celulares presentes
en la sangre se desarrollan a partir de células troncales hematopoyéticas que
residen en la MO, dichas células poseen la capacidad de auto-renovaciéon y de
diferenciacion, permitiendo asi la generacion de una poblacion de precursores
y progenitores que dan soporte a la hematopoyesis de un individuo.

Durante el desarrollo y la diferenciacion de las células NK, se ha identificado
gue es necesaria la presencia de IL-2 y de IL-15 de manera especifica, para
desarrollar progenitores de células NK. Para que ocurra su maduracion es
importante la presencia en membrana de la proteina CD161c, el cual es un
receptor de tipo lectina C, de NKp46 que se conoce como receptor de
citotoxicidad natural y de CXCR4, el receptor de CXCL12 que participa de
manera importante en la retencién de progenitores inmaduros en el nicho
hematopoyético.*"*®

La diferenciacion de célula iINK a madura requiere la aparicibn de multiples
receptores de membrana funcionales como CD94/NKG2A/C/E y KIR entre
otros. Las células NK maduras migran de la médula ésea hacia distintos tejidos
y se acumulan principalmente en el bazo, los pulmones y los ndédulos
linfaticos.*®

La activacion de las células NK esta bajo el control de una gran cantidad de
receptores presentes en la membrana, generando asi una cascada de
sefializacion a través de dominios de activacion basados en tirosina (ITAM),
provocando la exocitosis de la perforina, asi como la expresion de citocinas
pro-inflamatorias como el IFN-yy el TNF.*

Debido a que la actividad citotoxica de estas células depende de la
sefalizacion de diversos receptores, se ha encontrado que algunos cambios
genéticos como mutaciones de un solo nucléotido (SNP), genera alteraciones
en la respuesta celular, por ejemplo un polimorfismo de tipo SNP (rs235330),
en los genes ITGB2 y FCGR3A genera un citotoxicidad dependiente de
anticuerpo menor, en comparaciéon con ceélulas que no presentan dicho
polimorfismo.>°

Ademas de este tipo de variables genéticas, existen otras como la variacion en
el numero de copias del gen, que provoca cambios en la respuesta citotoxica
haciendo mas o menos capaz a la célula de eliminar a otras infectadas con
virus como el del papiloma humano o el virus de la inmunodeficiencia humana.
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%051 5 citotoxicidad de las células NK esta regulada por la sefializacién que
reciben sus receptores de membrana, los cuales son clasificados de acuerdo a
su funcibn como activadores e inhibidores. Estos receptores también son
clasificados en familias, las dos mas importantes son los conocidos como
receptores de la célula NK de tipo inmunoglobulina (KIR) y las de tipo lectina C
llamados NKG2.%%°°

De esta manera, la activacion de la célula NK se da después de la union del
ligando con el receptor activador que permite la fosforilacion de las regiones
ITAM, esto genera el reclutamiento de otras proteinas como ZAP70 y Syk que
inician una cascada de sefializacion que permite el flujo de calcio al interior de
la célula NK, provocando la degranulacién y mediante el factor de transcripcion
NF-kB la subsecuente produccién de citocinas pro-inflamatorias como TNF e
IFN-y. %56

Por el lado contrario, la unién de los ligandos y los receptores de tipo inhibidor
provocan el reclutamiento de fosfatasas (SHIP1 y SHIP2) las cuales van a
defosforilar a las proteinas dentro de la cascada de sefializacion de activacion,
es decir van a impedir que se generen los flujos de calcio y la produccion de
citocinas pro-inflamatorias.>>’

La actividad citotoxica de las células NK posterior a su activacion, se puede
llevar a cabo de tres maneras, la primera de ellas involucra la degranulacién del
contenido intracelular (granzimas y perforinas), las cuales van a actuar
directamente sobre la superficie de células blanco o diana, generando poros en
la misma y activando la via de apoptosis, desencadenando al final, la muerte
celular. (Figura 2)*®

El siguiente mecanismo involucra el contacto directo de célula — célula para
llevar a cabo la citotoxicidad, la célula NK expresa ligandos como TRAIL y
FASL , que cuando entran en contacto con su receptor (TRAILR y FAS)
provocan la activacion de la via de las caspasas en la célula blanco, ya que
estos Ultimos poseen dominios de muerte. (Figura 3).®

Finalmente el Ultimo mecanismo de citotoxicidad es la secrecion de IFN-y, que
provoca que las células tumorales o infectadas por algun virus sobre expresen
moléculas de MHC de clase |, las cuales facilitan el reconocimiento de otros
tipos de células inmunes, favoreciendo la fagocitosis de las células tumorales
(Figura 4).%®
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a) Via de exocitosis de contenido granular

Receptor
activador . e,

Activacion de la via de
las caspasas.

Célula
A Célula muerta

Receptor H‘H.LH £.O

e
inhibi - Tumoral
inhibidor Exocitocis granular

(granzimas y perforinas)

Figura 2. La exocitosis del contenido granular de la célula NK

Se observa que tras la sefializacion del receptor de tipo activador, se lleva a cabo la
liberacién del contenido granular, lo cual genera en las células blanco (tumorales) la
activacion de la via de las caspasas, que finalmente provoca la muerte de la célula.

b) Via receptor con dominio de muerte.

FASL

o/oﬂ

FAS (CD95) <« , y g'q\)
Célula NK -

TRAIL

! O/“
M

Célula Apoptosis

Tumoral
TRAILR

Figura 3. Receptor con dominio de muerte

Se observa que algunas células NK expresan el ligando de FAS (FASL) y el ligando inductor
de apoptosis relacionado a TNF (TRAIL), los cuales al unirse a su receptor (FAS y TRAILR) que
se expresa en alguans células tumorales desencadena la muerte celular por apoptosis. La

proteina C-FLIP inhibe la activacion de la via des caspasas, impidiendo asi la muerte celular.
Modificado
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c) Secrecion de IFN-v

Célula NK B Ty
e IFN-v -__--"‘-*O‘ [.- -'.-G |

i Induccidn de moléculas
b= O | MHC y efecto anti-
1 angiogénico.

Célula
Tumoral

Figura 4. Secrecion de Interferon Gamma

Se puede observar que las células NK secretan IFN-y el cual ejerce efecto antitumorales
(efecto antiangiogénico) en diferentes rutas en las células transformadas, ademas el
interferdn tiene como segundo efecto la sobre expresion del moléculas del MHC de clase I.

1.6 Receptores KIR.

Los receptores KIR, una de las familias de receptores mas estudiadas y mas
importantes de las células NK, son codificados por un conjunto de 14 genes y
dos pseudogenes localizados todos ellos, en el brazo largo del cromosoma 19,
(Figura 5) especificamente en la banda 13.4 (19q 13,4) dentro de un complejo
denominado LRC (Leucocyte Receptor Complex).
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Figura 5. El complejo de receptores leucocitarios extendido y el haplotipo
KIR.

Los genes KIR, se encuentra localizados dentro de una regidon de 150 Kb del complejo de receptores
leucocitarios(LRC) en el cromosoma 19. El LRC con un tamaiio total de 1 Mb, ademas de los genes KIR, contiene
otros genes que codifican a elementos importantes como la proteina adaptadora DAP. En la figura se representa un
haplotipo A, donde los cuadros azules representan los genes marco, los cuadros morados a los pseudogenes, los
cuadros rojos los genes inhibidores y los cuadros verdes los genes activadores.”
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Dicho complejo abarca una region cromosdmica de aproximadamente 1Mb,
mientras que la familia KIR abarca aproximadamente 150 Kb. Estudios
comparativos entre humanos y primates han permitido observar la rapida
evolucion de esta familia de genes, la cual es producto de eventos de
g4uplicacic’)n y eliminacién de genes asi como de recombinacién no reciproca.®”

La nomenclatura de estos receptores esta dada por el nUmero de dominios
extracelulares (2D y 3D) y la longitud de la region citoplasmatica (S=short,
L=Long) (Figura 6). Los pseudogenes no tienen la letra S o L, sino que se les
asigna la letra P.%°

De manera general, los receptores que poseen una porcidn larga tienen
asociadas a ella dos motivos de inhibicién basados en tirosina (ITIM). De
manera contraria, las regiones citoplasmaticas cortas poseen aminoacidos con
carga positiva que permiten la interaccion con proteinas adaptadoras (DAP12)
las cuales poseen motivos de activacién basados en tirosina (ITAM)®>

Con base en lo anterior, los receptores inhibidores seran aquellos que poseen
ITIMs y los de caracter activador poseeran ITAMs. Sin embargo, esta regla no
se cumple con el receptor KIR2DL4, pues a pesar de poseer regiones
citoplasmaticas largas so6lo posee un motivo de inhibicién y puede asociarse a
la proteina adaptadora DAP 12, permitiendo que también posea caracteristicas
activadoras (Figura 6).%%6°
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Figura 6. La estructura y la nomenclatura de los genes KIR.

Los receptores se nombran de acuerdo al nimero de dominios extracelulares, con 3
dominios (KIR3D) y 2 dominios (KIR2D), a pesar de que existen recetores con el mismo
numero de dominios, la secuencia de cada uno de ellos es diferente, pues como se observa
en la figura, algunos receptres solo presentan los dominios 1y 2 (verde y azul), mientras que
otros poseen el dominio 0 y 2 (naranja y azul). Longitud de regién citoplasmatica larga (L) y

corta (S).

Los receptores con region citoplasmatica corta (S) se asocian a proteinas
adaptadoras (DAP12). Modificado de **

Los ligandos de estos receptores son moléculas HLA de clase I, en especial las
proteinas codificadas por los loci HLA-A, By C. "°

La interaccion de los receptores inhibitorios con las moléculas de HLA estan
bien definidas, KIR2DL1, 2DL2 y 2DL3 son especificos para HLA-C, de manera
especifica, el primero de ellos se une a HLA-C con una lisina en la posicion 80
(C2), los restantes se unen la HLA-C con una asparagina en posicién 80 (C1).
Las interacciones entre estos receptores varian en afinidad, siendo la unién de
los receptores con C1 mas estable que aquella que existe entre KIR2DL1 y

C2 24,71.
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Mientras tanto, KIR3DL1 reconoce las proteinas codificadas por los alelos de
HLA-B y algunos HLA-A con los motivos serolégicos Bw4; KIR3DL2 se une a
HLA-A3y —A11.7273

La interaccion de las moléculas HLA con los receptores de tipo activador, no se
encuentra del todo definida. Sin embargo se piensa que se unen a las mismas
moléculas HLA que sus contrapartes inhibitorias aunque con menor afinidad.
Por lo anterior, la expresién de moléculas de HLA define de manera importante
el numero de interacciones inhibitorias que pueden llevarse a cabo con los
receptores de la célula NK.™

1.6.1 La organizacion de los genes KIR en Haplotipos.

Los genes KIR se encuentran organizados genéticamente en haplotipos, es
decir, como un grupo compacto de genes, que por su cercania al momento de
la divisién celular, se heredan en bloque. Uno de los haplotipos posee caréacter
activador (haplotipo B), mientras que el segundo tiene caracteristicas
inhibitorias (haplotipo A). Dichas caracteristicas le son dadas de acuerdo a la
presencia de genes que poseen, de esta manera el haplotipo B, contiene en su
mayoria genes de tipo activador, mientras que el haplotipo A, posee
principalmente, genes inhibidores.”"®

Tanto el haplotipo A, como el B, se forman de la combinacion de la region
telomérica (TelA y TelB) y centromérica (CenA y CenB) de la region que
comprende el LCR, cada regién estd flanqueada por un par de genes
denominados genes marco, el gen 3DL3 y 3DP1 flanquean la regién
centromérica, mientras que 2DL4 y 3DL2 flanquean la regién telomérica.”"®

La combinacion CenA-TelA da lugar al haplotipo A, mientras que el haplotipo B
se forma por las combinaciones restantes (CenA-TelB, CenB-TelB, CenB-TelA)
(Figura 7). El haplotipo B posee una mayor diversidad tanto en ndmero de
genes como variantes haplotipicas, ademas al parecer tiene una fuerte
implicacion en la actividad de la célula NK en su efecto contra las células
leucémicas.
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Estructura del haplotipo KIR

Recombinacidon
Region Reciproca. Region
Centroméria Telomérica.

Figura 7. Formacion de los haplotipos KIR.

Podemos observar en la figura que la formacion del haplotipo KIR se da debido a eventos de
recombinacion reciproca entre dos regiosnes del LRC. En sombreado gris se ejemplifica la formacion
del haplotipo A, que solamente incluye la region CenA y TelA; cualquier otra combinacién de
centrémero o  teldmero, resulta en la  formacién de un haplotipo  B.
Se observa que la regién centromérica B puede variar en el contenido de genes y en funcién de esto se
asignan diferentes tipos de regiones, tanto centroméricas como teloméricas (cA01, cBO1, cB0O2 tAO01,
tB02) Modificado de ”’

Tomando en cuenta esta organizacion genética, desde el punto de vista clinico,
ha surgido una clasificacion de los donadores con base en el contenido de B,
estableciéndose grupos de donadores teniendo un contenido nulo (B score=0)
cuando el haplotipo se da por la recombinacion de CenA/A — TelA/A, hasta
contenido total (B score = 4) cuando el haplotipo esta formado por una
recombinacion CenB/B — TelB/B ™

1.7 El efecto injerto vs. leucemia.

Durante los primeros meses del trasplante, la eliminacion de las células
leucémicas residuales es mediada por las células NK."®

La distribucion de los epitopes C1 y C2 es muy importante en el desarrollo del
efecto injerto contra leucemia, el cual ocurre cuando el donador posee alguno
de los epitopes y el paciente no, este tipo de reconocimiento se conoce como
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“missing-self” o pérdida de lo propio, donde los receptores inhibidores de la
célula NK no puede interaccionar con su ligando dada, la carencia del mismo,
provocando asf su actividad citolitica.’®"®

Una diferencia importante que repercute en la generacion de reacciones
alogénicas por parte de la célula NK, es que, a diferencia de los genes HLA, en
donde hermanos comparten por lo menos un haplotipo, en los genes KIR los
hermanos pueden o no compartir dichos haplotipos.’® "

Diversos estudios demuestran que los pacientes cuyo donador posee un
haplotipo B presentan una mejor respuesta frente las células leucémicas. Este
efecto esta dado principalmente por los genes de la region CenB y en menor
medida por los de la regién TelB .58t

1.8 Infecciones posteriores al trasplante de células hematopoyéticas.

Un riesgo importante que aumenta la morbilidad y la mortalidad de los
pacientes sometidos al trasplante, es la incidencia de infecciones, ya sea de
tipo bacteriana, viral o flingica.®*®

El riesgo de contraer alguna infeccion se relaciona al periodo de neutropenia
generado por el esquema de acondicionamiento; sin embargo, también este
riesgo esta presente hasta los 24 meses posteriores al trasplante. Lo anterior
debido a la aplicacion de inmunosupresion secundaria para disminuir la
incidencia y severidad de la EICH.?#%3

La mayoria de las infecciones bacterianas y fungicas, son causadas por
microorganismos que colonizan la boca, la piel, intestinos y tracto respiratorio.
Mientras que las infecciones de tipo viral son consecuencia de la reactivacion
de algun virus latente en el receptor, o la adquisicion del mismo por medio de
transfusiones sanguineas.?#3

Los principales agentes causantes de estas infecciones son bacterias
capsuladas, candida y virus como el citomegalovirus, herpes simple y varicela
zoster. Como estrategia para evitar la aparicion de infecciones se procura aislar
al paciente en cuartos con flujo laminar, alimentos estériles, la aplicacion de
factores hematopoyéticos de crecimiento y agentes antimicrobianos.®®

1.9 Enfermedad Injerto vs Hospedero (EICH).

El término de EICH fue propuesto en 1996 por Billingham, como una serie de
eventos inmunoldgicos entre el tejido del receptor y el injerto, tiene que cumplir
con tres criterios minimos para ser considerada como EICH.%*

a) Elinjerto tiene que contener células inmunocompetentes.
b) El receptor tiene que estar inmunocomprometido.
c) Antigenos tisulares del hospedero diferentes a los del donador.

Se presenta en dos formas clinicas: aguda y cronica, cada una de ellas con
caracteristicas temporales, inmunoldgica y tisulares especificas.
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La EICH se clasifica como aguda cuando se presenta en los primeros dias
posteriores al trasplante, mientras que cuando ocurre después de los 100 dias
posteriores al trasplante se le denomina cronica. La forma aguda dafia
principalmente al higado, piel y tracto gastrointestinal, mientras que la forma
crénica simula a una enfermedad autoinmune pues generalmente ataca a mas
de un érgano y tejido a la vez.®

Otra clasificacion de la EICH consiste precisamente en la extension del dafio
inmunoldgico, se define como localizada, cuando solamente dafia a un 6rgano
o tejido en especifico, o extensa cuando se ven comprometidos mas de dos
6rganos.®®

La EICH representa la principal complicacion después del TCH y a pesar de
que existen en los centros hospitalarios una serie de acciones profilacticas (e.g.
inmunosupresion del receptor) para evitar su incidencia, actualmente mas del
60% de los pacientes que reciben TCH padece algun tipo y grado de EICH.®

Tanto la EICH, como el efecto injerto vs. leucemia se relacionan entre si. Existe
evidencia que demuestra que la intensidad de la EICH es inversamente
proporcional a la probabilidad de una recaida en el paciente, es decir que si
éste padece algun grado de EICH, al mismo tiempo ocurre la eliminacion de las
células leucémicas residuales, lo que disminuye el riesgo de recaida.®

En el desarrollo de la enfermedad injerto contra hospedero se ven involucradas
distintas poblaciones celulares como linfocitos T y B, células NK,
monocitos/macrofagos y células dendriticas. Estas poblaciones celulares estan
muy bien estudiadas y caracterizadas en modelos animales, sin embargo su
estudio ha sido complicado en la patogénesis en humanos. %%’

Los estudios que se han realizado en pacientes, consisten en eliminar ciertas
poblaciones celulares y observar el impacto que se tiene en el desarrollo de la
enfermedad. Estos trabajos arrojaron evidencia que demuestra el papel pro-
EICH de las células B y T y de la funcién preventiva de los monocitos y de las
células NK 889

1.10 La importancia del sexo en el TCH.

A pesar de que existen reportes que sefalan que el sexo del donador no tiene
implicacién en el establecimiento del trasplante, es evidente un aumento en la
incidencia de EICH en aquellos pacientes masculinos con donantes
femeninos.?®

Aunque la base de la EICH es la diferencia antigénica entre donador y
paciente, algunos estudios apuntan a que los antigenos con la capacidad para
desarrollar una respuesta contra el tejido sano del receptor, son diferentes a los
que participan en el efecto injerto contra leucemia. Lo anterior esta basado en
el hecho de que existe este Gltimo fenémeno en ausencia de EICH.%
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Con base en lo anterior, algunos de los antigenos que participan en el efecto
contra leucemia, pueden estar codificados en el cromosoma Y, pues como se
menciond anteriormente los receptores masculinos presentan un indice mayor
de EICH y de efecto injerto contra leucemia cuando poseen donantes
femeninas.”%

Lo anterior abre las puertas a la basqueda de los antigenos especificos que
participan en el efecto injerto contra leucemia, pues en un futuro de algin modo
se podria favorecer su expresion y generar una respuesta inmune sin la
necesidad de padecer las complicaciones de la EICH.®’

1.11 Biomarcadores en HSCT.

Un biomarcador se define como una caracteristica que puede ser medida de
manera objetiva como un indicador de algun proceso biolégico, patogénico o
farmacolégico.”

Entre las caracteristicas que debe de tener un biomarcador es su facil
accesibilidad y bajo costo de utilizacion, ademas debe estar relacionado con el
evento biolégico que se estudia y brindar informacién nueva que genere
conocimiento predictivo.*

Al ser la enfermedad injerto contra hospedero la principal complicacion y causa
de muerte después de un trasplante de células hematopoyéticas, muchos de
los estudios para localizar biomarcadores se han enfocado en la prevencion de
dicho padecimiento. Algunos de los tipos de biomarcadores méas frecuentes
son los antigenos de histocompatibilidad, pues se conoce que la gravedad de
la enfermedad injerto contra hospedero es directamente proporcional al grado
de incompatibilidad en los antigenos HLA. Sin embargo, aun en pacientes
trasplantados compatibles en HLA con su donador, se desarrolla EICH aunque
con menos gravedad.?*%?

Por lo anterior, algunos estudios ahora se orientan a determinar la participacion
de los antigenos menores de histocompatibilidad, los cuales en la practica
clinica no son tipificados. Algunos de estos antigenos son HA-1, HA-2, HB-1, y
BCL2A1, los cuales se caracterizan por localizarse casi exclusivamente en
células hematopoyéticas, mientras que otros, como los antigenos H-Y, HA-3,
HA-8 y UGT17 son ubicuos.?>%*

Dejando de lado a los antigenos HLA y su alto nivel polimorfico, existen otros
genes que codifican para citocinas involucradas en la respuesta inmune que
presentan polimorfismo de un solo nucleédtido (SNP) y que parecen estar
involucrados en el riesgo de incidencia de EICH agudo y crénico. Algunos de
los genes que se han encontrado con relacion al riesgo de EICH son TNF-a, IL-
6, IFN-g, IL10, IL-22 e 1L23.9%

También se encontré6 que pequefias secuencias regulatorias, de 20 a 25
nucledtidos de tamafio, conocidos como mIRNAs, se pueden detectar y
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cuantificar desde muestras de fluidos por RT-PCR. Sirven también como
biomarcadores de la EICH de tipo agudo. Especialmente se ha asociado la
sobre regulacion de miR-155 en EICH agudo, mientras que miR-133 se
encuentra desregulado en el mismo tipo de EICH.?"®

Otro tipo de biomarcador estudiado en el trasplante de células hematopoyéticas
son los marcadores celulares, principalmente la caracterizacion y conteo de
células T reguladores (Treg) que estan involucradas en el proceso de tolerancia
inmunoldgica, definidas por sus marcadores de membrana CD4+ CD25+
FOXP3+. Se ha observado que la ausencia de estas células en los pacientes
se relaciona con la incidencia de EICH.%"%

2 Planteamiento del problema.

La principal complicacion del trasplante de células hematopoyéticas es la
incidencia de la enfermedad injerto contra hospedero en alrededor del 60% de
los pacientes.

En los primeros meses del trasplante, la célula NK es la encargada de la
eliminacién de las células leucémicas residuales y participa en las reacciones
inmunoldgicas presentes en la EICH.

En la practica clinica, solamente se realiza el estudio de compatibilidad para las
moléculas de HLA, sin tomar en consideracion los genes KIR, a pesar de que
algunos centros de trasplante realizan la tipificacion de estos genes, los
resultados obtenidos se quedan regularmente en datos de investigacion y no
tienen una repercusion en la clinica.

Con base en la evidencia de la interaccion de las moléculas de HLA y los
receptores KIR y de la importante participacion de las células NK en la
recuperacion del paciente después del trasplante, es importante realizar un
estudio de genotipificacion de dichos genes para identificar posibles
indicadores de prondstico médico.
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3 Hipdtesis.

Si las células NK que se generan a partir del injerto, cuentan con un
haplotipo activador y un contenido de B con score alto (3 0 4) se espera un
menor riesgo de recaida, una mayor sobrevida y mayor incidencia de la
EICH en pacientes que reciben TCH.

4 Objetivo General.

Genotipificar los 14 genes y 2 pseudo-genes KIR y relacionar los resultados
con la incidencia de EICH, frecuencia de recaida y sobrevida de los
pacientes post-trasplante.

5 Objetivos Particulares.
* Genotipificar los receptores KIR a partir de las muestras obtenidas y
clasificar a los donadores de acuerdo a su haplotipo y contenido de B.

e Calcular las frecuencias de los genes individuales en pacientes y
donadores.

* Relacionar el haplotipo KIR y/o el contenido de B con la incidencia de la
EICH, la frecuencia de recaida y la sobrevida de los pacientes.
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6 Material y métodos.

6.1 Receptores de trasplante.

Dentro de este estudio, participaron un total de 68 pacientes adultos del
Hospital de Especialidades CMN SXXI con algun diagnéstico de enfermedades
hematoldgicas, candidatos a trasplante de células hematopoyéticas, con un
donador familiar y con pruebas HLA idénticas de mediana resolucion. A los
pacientes se les inform6 sobre el objetivo del protocolo y accedieron a

participar mediante la firma de un consentimiento informado.

6.2 Obtencién de material genético.
El material genético se obtuvo a partir de sangre periférica del binomio
(donador-paciente) antes del trasplante y 150 dias posterior se realizé una

segunda extraccion solo al receptor post-trasplante.

La extraccion de DNA se realiz6 mediante la técnica de precipitacion con

perclorato de sodio.

Se procedié a centrifugar un tubo de biometria de 5 mL, que utiliza como
agente anticoagulante EDTA, a 10,000 rpm por 5 minutos, posteriormente se

retir6 cuidadosamente el plasma.

Se traspaso el contenido del tubo de biometria a un tubo falcon de 50 mL,
lavando el residuo del tubo de biometria con buffer de lisis de eritrocitos, el cual
se prepara disolviendo en 80 mL de agua destilada: 0.83 gramos de cloruro de
amonio, 0.1 gramos de bicarbonato de potasio, y 0.2mL de EDTA 0.5M a un
pH= 8.

El tubo falcén se llevé a un volumen final de 40mL, se realiz6 la lisis de los
eritorocitos con ayuda del vortex, finalmente se centrifugd a 10,000 rpm durante
5 segundos y se decant6 el contenido. El boton que quedoé al fondo del tubo se
disgregd agregando 40 mL de buffer de lisis de eritrocitos y con ayuda del

vortex.

30



Se centrifugé una vez mas y se decantd el contenido, el botén de leucocitos
debe estar blanco, de lo contrario se procede a otro paso de lavado con buffer

de lisis de eritrocitos.

Cuando el botén se encuentré limpio, se re-suspendio en 2 mL de buffer de lisis
de leucocitos sometiendo a vortex, terminando de disgregar el botén se
traspaso a un tubo Eppendorf, se adicionaron 10 pL de SDS al 20% y 110 uL
de perclorato de sodio 5M, el tubo con la mezcla se agité cuidadosamente

durante 10 minutos.

Terminado el agitado se agregaron 200 uL de NaCl 5M agitando

vigorosamente. Se centrifugd a 12,000 rpm por 5 minutos.

Se recuperé el sobrenadante en un nuevo tubo y se agregd un volumen
equivalente de isopropanol frio, se mezcl6é cuidadosamente y se pudo observar
la precipitacion de las hebras de DNA.

Se realiz6 una centrifugacion a 12,000 rpm por 5 min y se decanté el contenido.
El boton de DNA se lavd 3 veces usando etanol al 70%, en cada lavado, se

agito cuidadosamente y se centrifug6 a 12,000 rpm por 5 minutos.

Terminando los 3 lavados el boton de DNA se disolvi6 en 100 yL de agua

desionizada estéril.

6.3 Cuantificacién del DNA.

El DNA se cuantifico utilizando el principio de la espectrofotometria, utilizando

el sistema Nanodrop 1000 Spectrophotometer Thermo Scientific.

El sistema se calibro utilizando 1 uL de agua desionizada y posteriormente

utilizando la misma cantidad de DNA se realizaron las cuantificaciones.
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6.4 Genotipificacion de genes KIR.

La genotipificacion se realizé utilizando el KIR Genotyping SSP Kit de
Invitrogen, el cual consta de una placa de 96 pozos, con 24 pozos para cada
preuba, en el pozo nimero 23 se coloca un control negativo. Cada pozo
contiene primers o iniciadores de secuencia especifica, los cuales se unen a

los extremos 3’y 5’ de la region del gen (KIR) que nos interesa amplificar.

Por indicaciones del inserto, el DNA utilizado para la tipificacion se normalizé a
una concentracion de 100 ng/pL, utilizando para la prueba un volumen final de
25 pL.

En el tubo incluido en el kit con el Buffer de PCR se agreg6 60 yL de agua
desionizada estéril, 2.4 pL de Taq Polimerasa (Roche), se mezclé y se
colocaron 8 pL de la mezcla de PCR en los 4 tubos de control negativo de la

placa.

Posteriormente se agrego el DNA de las muestras, se mezcldé nuevamente y se

agrego 8 L a cada uno de los pozos restantes.

Después de sellar la placa se corri6 el programa de amplificacion en el

termociclador, el cual se indica en el inserto del kit.

Paso 1. 1 minuto a 95°C

Paso 2 30 ciclos de 94°C 20 segundos.
63°C 20 segundos.
72°C 90 segundos.

Mantener 4°C.

Después de terminar el proceso de amplificacion se realizé la electroforésis,

para ello se preparé un gel de agarosa al 2%, durante 30 minutos utilizando 80
volts de corriente.

32



Los resultados se interpretaron mediante la presencia o ausencia de
fragmentos de ampificacion presentes en el gel, conforme al protocolo

suministrado por el proveedor.

6.5 Seguimiento clinico.

El seguimiento de los binomios se ha dado desde el régimen de
acondicionamiento hasta que cumplieron 700 dias posteriores al trasplante, en
los casos que los pacientes continueron con vida, evaluando distintas variables
como: edad y género del donador, edad y género del receptor, esquema de

acondicionamiento, diagndstico inicial y grupo sanguineo.

Durante este tiempo de seguimiento se ha analizado el periodo de
reconstitucién mieloide, el cual se considera a partir de que el paciente muestra
tres dias consecutivos con un conteo de neutréfilos de mas de 200 células por
milimetro cubico de sangre, la presencia de EICH basada en los reportes
médicos, eventos de recaida considerados una vez que las pruebas de
guimerismo demuestran una disminucion de méas del 50% de las células

injertadas y reportadas en el expediente clinico, y finalmente fallecimientos.

6.6 Clasificacion de los pares donador-receptor.

Pacientes y donadores fueron clasificados de acuerdo a los resultados
obtenidos de la tipificacion KIR conforme a su contenido de genes como
genotipo AA o Bx segun el caso, ademas también fueron catalogados conforme

al contenido de B.

Se define como genotipo AA aquel paciente que presente solamente los genes
KIR3DL3, KIR2DL3, KIR2DL1, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR2DS4 y KIR2DLA4,
mientras que sujetos que presenten uno o mas de los siguientes genes se
cataloga como genotipo Bx, KIR2DL2, KIR2DL5, KIR2DS2, KIR2DS3,
KIR2DS5, KIR2DS1 Y KIR3DS1.
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Los haplotipos KIR se generan de eventos de recombinacion entre una region
centromérica y una telomérica, las cuales pueden ser definidas como A o B

dependiendo de la presencia de genes.

El contenido de B toma en cuenta esta recombinacién y categoriza como
puntaje O a los sujetos en los que sus dos haplotipos, materno y paterno, tienen

una recombinacion de centrémeros y telomeros A/A.

El puntajes cuatro es para aquellos sujetos cuyos dos haplotipos recombinan el

centrémero y telémero B/B.

Los puntajes intermedios resultan de los diferentes combinaciones que se

pueden dar, centromero/telémero A/B.

6.7 Andlisis estadistico.

Las variables estudiadas, frecuencia de EICH, recaida y sobrevida, fueron
analizadas considerando la presencia o ausencia de los genes de manera
individual, con respecto al genotipo y en funcidén del contenido de B, la relacion
entre éstas se estudi6 mediante la prueba de chi cuadrada, al ser variables
dicotomicas (ausencia/presencia), asignando una diferencia significativa con un
valor de p< 0.05 utilizando el paquete estadistico SPSS 22.

El riesgo relativo (RR), es una razén que identifica la magnitud o fuerza de la
asociacion, lo que permite comparar la frecuencia con que ocurre el evento
entre los que tienen el factor de riesgo y los que no lo tienen. El rango de su

valor oscila entre 0 e infinito.

La sobrevida de los pacientes fue analizada tanto por la prueba de chi
cuadrada como por la prueba de log-rank usando los gréficos de Kaplan-Meier,
considerando también la existencia de diferencia significativa al encontrar un
valor de p <0.05 y reportanto el riesgo relativo junto con los indices de

confianza al 95%.
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7 Resultados.

7.1 Descripcién de la poblacién de estudio.

Durante este trabajo se estudiaron un total de 68 parejas donador-receptor, a
los cuales se les dio un seguimiento clinico de 700 dias. La descripcion con los

datos demograficos se muestra en la tabla 2.

En la tabla 3 podemos observar el resultado de la genotipificacion, de acuerdo
al genotpo obtenido y al contenido de B.

Tabla 2. Datos Demograficos de Pacientes Pre-Trasplante y Donadores. n=68

Receptores Donadores

Edad (Afos), Mediat DE 30+ 8 34+ 10
Sexo

* Masculino 38 (56%) 33 (49%)

* Femenino 30 (44%) 35 (51%)
Diagnostico n (%)

« LMA 31 (46%)

« LMC 3 (4%)

« LLA 21 (31%)

e Anemia aplasica 5 (7%)

* Mielodisplasia 4 (6%)

* Inmunodeficiencia 1 (1%)

» Leucemia Bifenotipica 2 (3%)

e LLC 1 (1%)

Compatibilidad HLA n (%)

10/10

68 (100%)

Tabla 2. Leucemia mieloide aguda (LMA), Leucemia Mieloide Crdnica (LMC), Leucemia
linfocitica aguda (LLA). No existe una diferencia significativa entre la edad y el sexo de los
pacientes y donadores. Los diagndsticos mas frecuentes en la poblacién de estudio resultd
ser LLA y LMA, sumando juntos mas del 70% del total. La compatibilidad entre paciente y
donador a mediana resolucidn para los loci HLA-A, -B, -C, -DR y —DQ es del 100% en todos
los casos.
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Tabla 3. Resultados de la genotipificacion de pacientes y donadores.
Genotipo KIR
* AA 18 (26%) 9 (13%)
« Bx 50 (74%) 59 (87%)
Contenido de B
« 0 18 (26%) 9 (13%)
e 1 19 (28%) 10 (15%)
e 2 27 (40%) 41 (60%)
« 3 3 (4%) 8 (12%)
e 4 1 (1%) 0 (0%)
Tiempo de reconstituciéon mieloide (dias) Media 14.4+ 2.9 -—-
DE

Tabla 3. No existe una diferencia significativa entre la frecuencias de los genotipos AA y Bx
en pacientes y donadores, a pesar de que los porcentajes pudieran sugerir lo contrario
(p=0.053). Tampoco encontramos diferencias estadisticamente significativas en las
comparaciones de cada uno de los scores o puntajes del contenido de B entre ambos
grupos. El tiempo de reconsititucidn mieloide, en promedio, se alcanza en los 14 dias
posteriores al trasplante.

7.2 Frecuencia genes activadores e inhibidores.

En la grafica 1 y 2 podemos observar las frecuencias para los genes de tipo
inhibidor y activador, respectivamente. Estas frecuencias fueron obtenidas por
conteo manual considerando la ausencia o la presencia de los genes en los
resultados de la genoatipificacion, siguiendo las recomendaciones del inserto.
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Grafico 1. Frecuencia de genes inhibidores KIR
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Gréfico 1. Podemos observar que no existen diferencias entre las frecuencias de los genes
inhibidores de los pacientes pre-trasplantes (azul) y los donadores (rojo). El receptor
KIR2DL5A es el que mayor diferencia presenta, sin embargo, no resulta significativa en la
prueba de chi cuadrada.

Graafico 2. Frecuencia de genes activadores KIR
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Gréfico 2. Ninguno de los receptores de tipo activador presenta una diferencia significativa,
excepto el gen KIR2DS4D, el cual estd en una mayor frecuencia en los pacientes, sin
embargo, no existe ningln reporte que asocie la presencia o ausencia de dicho gen con la
evolucion del pacientes post-trasplante.
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Las variables clinicas evaluadas a lo largo del estudio fueron | frecuencia de la
EICH, la recaida y la sobrevida en los pacientes.

Cada una de ellas fue analizada de acuerdo a la frecuencia de los genes, el
genotipo y el contenido de B de los donadores. La asociacion de los datos
clinicos con el seguimiento post-trasplante de los pacientes se muestras en la
tabla 4.

Tabla 4. Asociacién de datos clinicos con variables genéticas de los receptores KIR.

Sin EICH EICH SinRecaida Recaida Vivos Fallecidos
17 (25%) S1(75%) 55 (81%) 13 (19%) 57 (84%) 11 (16%)
Genotipo R B e R e
T 6 (35%) 3(6%) 6(11%) 3(23%) 7(12%) 2 (18%)
e Bx 11 (75%) 48 (94%)° 49 (89%) 10 (77%) 50 (88%) 9(92%)
Contenido de o - o ' '
B
« 0 6 (35%) 3 (6%) 6(11%) 3(23%) 7 (12%) 2(18%)
o I 2(12%) 8(16%) 3 (7%) 6 (46%)° 7(12%) 3 (27%)
. 2 9(53%) 32(63%) 37 (67%) 4(31%)* 38 (67%) 3(27%)*
o 3 0(0%) 8 (16%) 8 (15%) 0 (0%) 5(9%) 3(27%)

Tabla 4. La frecuencia de EICH en los pacientes es estadisticamente mas alta cuando su
donador posee un genotipo KIR(p=0.0058) RR= 2.44 (1C95% = 0.96 - 6.20), no se encuentra
ninglin comportamiento similar que relacione la sobrevida o la incidencia de recaida con la
presencia de determinado genotipo KIR.
EL contenido de B, con puntaje 1, se relaciona a un aumento en el riesgo de presentar
recaida (p=0.035) RR=4.97 (IC95%= 2.10-11.74), mientras que el contenido 2 en el donador,
disminuye este riesgo (p=0.033) RR= 0.29 (1C95% = 0.10-0.86). El puntaje o contenido 2
también se relaciona con una mayor tasa de sobrevida en los pacientes (p=0.026) RR=
0.2470 (1C95% = 0.071-0.848).

De primer instancia podemos observar que la incidencia de EICH en nuestros
pacientes fue del 75 y que la recaida en la enfermedad ocurre en
aproximadamente 20% de los casos, mientras que los pacientes que al final del
seguimiento fallecieron son un 16% del total inicial.

La incidencia de EICH es claramente mas alta en aquellos pacientes que
reciben el injerto de donadores con genotipo Bx, ya que dicho genotipo esta
presente en el 94% de los casos y ademas presenta caracteristicas
activadoras, por lo tanto el genotipo AA representa un menor riesgo de
desarrollar EICH, esta diferencia es significativa con un valor de p=0.0058 con
RR=2.44, IC 95% (0.96-6.20), que indica que la presencia del genotipo Bx en el
donador aumenta el riesgo de que el paciente desarrolle EICH.
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No se encontrd ninguna relacion entre los distintos contenidos de B y la
frecuencia de desarrollo de EICH.

La siguiente variable clinica analizada es la recaida, en la cual notamos que la
proporcion de genotipos inhibidores (AA) y activadores (Bx) es similar en los
pacientes con y sin recaida, por lo cual no podemos establecer ninguna
relacion significativa.

En el analisis de contenido de B, el puntaje 1 muestra una frecuencia mas alta
en la incidencia de recaida teniendo un valor significativo de p=0.035 con
(RR=4.97 1C95%= 2.10-11.74), esto significa que los pacientes que reciben un
trasplante de donadores Bx, con contenido de B=1 tienen casi 5 veces mas
riesgo de recaer en la enfermedad.

Se espera que en aquellos pacientes que cuentan con un donador con un
contenido de B alto, el riesgo de recaida sea menor, lo cual se comprueba al
observar que el puntaje 2 se asocia con un menor riesgo al tener un valor de
p=0.033 con (RR=0.29 IC 95% 0.10-0.86).EI puntaje 3, el cual es el mas alto en
nuestra poblacién de estudio, no estuvo presente en ningun paciente que haya
padecido recaida.

Finalmente se analizé si existia alguna relacién entre las variables genéticas de
los receptores KIR y la sobrevida de los pacientes, observando que los
genotipos AA y Bx también muestran frecuencias muy similares y por lo tanto
no se asocian con dicho evento.

El Gnico puntaje que arrojo diferencia significativa fue el 2, el cual tiene un valor
de p=0.016 con RR=0.25 y con IC95% (0.07-0.85), lo cual significa que este
contenido de B en donadores se puede asociar a que el paciente tenga una
sobrevida mayor.

En la grafica 3 podemos observar el comportamiento de las curvas de
sobrevida con respecto al genotipo KIR del donador (AA o Bx), como podemos
observar en dicho gréfico, no existe ninguna diferencia significativa, segun el
andlisis de Log-Rank.

Ese mismo andlisis se refleja en la grafica 4, sin emabrgo, ahora se comparan
las curvas de sobrevida con respecto al contenido de B, se obtuvo como
resultado un valor de RR=7.98 con IC 95% (1.27-49.88) para el puntaje 1, lo
qgue nos indica que existe una probabilidad méas alta de muerte en aquellos
pacientes con donador que posean dicho contenido. El contenido 1y 3 a pesar
de tener en porcentaje diferencias considerables, no fueron significativas pues
la n que se tiene para esos puntajes es pequeiia.
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Sobrevida de los pacientes de acuerdo a Genotipo KIR
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Grafica 3. Podemos observar el comportamiento de las graficas de sobrevida en los pacientes, de
acuerdo al tipo de genotipo que posee su donador. Los dos pacientes cuyo genotipo del donador
es AA fallecieron en tiempo similares, posterior a estos fallecimientos el porcentaje de poblacion
viva se mantuvo cerca del 90%. Los fallecimientos de pacientes con donadores con genotipo Bx,
ocurren a diferentes tiempos, al final de los 700 dias de seguimiento el porcentaje de sobrevida es
ligeramente menor, pero no llega a ser estadisticamente significativo.

Sobrevida de pacientes de acuerdo a contenido de B.
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Grafico 4. El porcentaje de pacientes con donador que tiene puntaje 1 es evidentemente el
mas bajo, y resulta estadisticamente significativo, cuando se compara con la curva de
sobrevida de los pacientes con donador con puntaje 2, resultando un factor de riesgo al
obtener RR=7.98 con 1C95% (1.27-49.88). A pesar de que visualmente se pueda apreciar
una diferencia entre los puntajes 1y 2, la p no llega a ser significativa (p=0.071).
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Ademas de las comparaciones con base en las frecuencias de genotipos y
contenido de B, se realizé el andlisis considerando la presencia o ausencia de
los genes. Se encontrd la asociacion del gen activador KIR2DS5 y el desarrollo
de EICH, el valor resultante de RR = 1.40 con IC 95% (1.01-1.94), nos indica
gue la probabilidad de que el paciente desarrolle EICH aumenta si el donante
presenta en su genotipo dicho gen.

Finalmente para comprobar que los resultados que obtuvimos durante nuestro
andlisis no dependian de algun diagnostico inicial en los pacientes,
comparamos las poblaciones que padecian LMA y LLA, como lo muestran las
talas 5 y 6 respectivamente.

Tabla 5. Datos Demograficos de los pacientes con LMA y LLA
Pacientes LMA | Pacientes LLA

Numero de pacientes (n) 31 21
Edad, (Afos), Mediax DE 33+ 9 30+ 10
Sexo.

* Masculino 15 (48%) 15 (71%)

* Femenino 16 (52%) 6 (29%)
Compatibilidad HLA n (%)

« 10/10 31 (100% 21 (100%
Genotipo KIR

e AA 10 (32% 5(24%

* Bx 21 (68%) 16 (76%)
Contenido de B

« 0 10 (32%) 5 (24%)

e 1 8 (26%) 6 (29%)

e 2 10 (32% 8 (38%

e 3 2 (6%) 2 (10%)

e 4 1 (3% 0 (0%
Tiempo de reconstitucion mieloide Mediat DE 145+29 14.4+2.4

Tabla 5. No existe ninguna diferencia significativa entre ambos grupos de pacientes,
considerando la edad y el sexo. Tampoco se encontré alguna diferencia con respecto a el
genotipo KIR o el contenido de B. Los tiempos de recuperacion mieloide en ambos grupos
de pacientes son, en promedio, 14 dias.
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Como puede verse en la tabla 5, no existe ninguna diferencia marcada entre
los pacientes que padecen LMA y los que padecen LLA, pues la edad, la
distribucion de los genotipos y del contenido de B son similares en ambos
grupos.

La frecuencia de los genes KIR activadores e inhibidores se muestran en los
graficos 5 y 6 respectivamente.

Frecuencia de Genes Activadores KIR
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Grafico 5. Se puede observar que no existe ninguna diferencia en la frecuencia de genes
activadores entre pacientes con LMA y LLA, a pesar de que el gen KIR2DS3 muestre una
diferencia amplia, la prueba de chi cuadrada no aroroja una diferencia significativa.

Frecuencia Genes Inhibidores KIR
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Grafica 6. No se encontré ninguna diferencia entre las frecuencias de genes inhibidores

comparando pacientes con LMA y LLA. Se puede observar que el gen KIR2DL5B se
encuentra en ambos grupos en un bajo porcentaje.
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Tabla 6. Asociacion de datos clinicos con variables genéticas de los receptores
KIR. Pacientes con LMA

Sin EICH EICH Sin Recaida  Recaida Vivos Fallecidos
Pos-Trasplante 9 (29% 22 (71% 24 (77% 7 (23% 25 (80% 6 (20%
Genotipo

«  AA 3 (33%) 1 (5%) 2 (8%) 2 (28%) 3 (12%) 1 (17%)

e  BXx 6 (66%) 21 (95%) 22 (92%) 5 (72%) 22 (88%) 5 (93%)
Contenido de B

« 0 3 (33%) 1 (5%) 2 (8%) 2 (29%) 3 (12%) 1 (17%)

e 1 1(11% 4 (18% 2 (8% 3 (43% 3 (12% 2 (33%

e 2 5 (56%) 13 (59%) 16 (67%) 2 (29%) 17 (68%) 1 (17%)

« 3 0 (1%) 4 (18%) 4 (17%) 0 (0%) 2 (8%) 2 (33%)

Tabla 6 . En los pacientes con diagndstico de LMA no se encontrd ninguna asociacion entre
el gentipo KIR o el contenido de B, con la frecuencia de EICH, el riesgo de recaida o la
sobrevida.

Tabla 7. Asociacion de datos clinicos con variables genéticas de los receptores

KIR Pacientes LLA
Sin

Sin EICH EICH Recaida Recaida Vivos Fallecidos
Post-Trasplante 3 (29%) 18 (71%) 18 (71%) 3(29%) 17 (81%) 4 (19%)
Genotipo
« AA 1 (33%) 0 (5%) 1 (8%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (25%)
¢ Bx 2 (66%) 18 (95%) 17 (92%) 3 (100%) 17 (100%) 3 (75%)
Contenido de B
e 0 1 (33%) 0 (0%) 1 (6%) 0 (29%) 0 (0%) 1 (25%)
e 1 0 (0%) 3(17%) 2(11%) 1 (33%) 2 (12%) 1 (25%)
¢« 2 2 (67%) 13 (72%) 13(72%) 2(66%) 14 (82%) 1 (25%)
¢« 3 0 (0%) 2(11%) 2 (11%) 0 (0%) 1 (6%) 1 (25%)

Tabla 7 . En los pacientes con diagndstico de LLA no se encontrd ninguna asociacion entre el
gentipo KIR o el contenido de B, con la frecuencia de EICH, el riesgo de recaida o la
sobrevida.

En las tablas 6 y 7 podemos observar que ni en los pacientes con LMA ni en
aquellos diagnosticados con LLA, se encuntraron asociaciones del genotipo
KIR o el contenido de B.
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8 Discusioén

La influencia que tienen los receptores KIR en el desarrollo clinico del paciente
trasplantado, ha cobrado mucha importancia en la Ultima década, pues se han
descrito trabajos en donde se identifican algunas interacciones de dichos
receptores con los antigenos HLA, permitiendo asociar una disminucion en la
frecuencia de recaida en aquellos pares paciente — donador haploidénticos.*

Una de las diferencias que presenta este trabajo, es incluir como poblacion de
estudio a parejas paciente-donador HLA — compatibles, pues todos los estudios
se enfocan en parejas haploidénticas, este aspecto es muy importante, al
reducir la variable que puede suponer la presencia o0 ausencia de ciertos
antigenos HLA en el paciente o el donador.

Una de las asociaciones mas claras que encontramos, fue el mayor riesgo de
aparicion de EICH en pacientes cuyo donador posee genotipo BXx, este
resultado es esperado, pues Ferrara®® reporté lo mismo, sin embargo, la
frecuencia reportada en su poblacion fue del 60%, mientras nuestra frecuencia
alcanz6 el 75%.

Cooley™ realiza una clasificacién de los donadores de acuerdo a su contenido
de B, ésta se basa en el hecho de que las células NK, que poseen un mayor
contenido de B, muestran un elevado efecto citotoxico frente a células
leucémicas, compardndolo contra aquellas céulas que poseen un genotipo
inhibidor (AA). Esto ha permitido poder seleccionar a aquellos donadores con
genotipos activadores y contenidos de B altos, para asegurar en el paciente un
menor riesgo de recaida.

Basandonos en los resultados de Cooley’®, se esperaba obtener era un
relacion entre un aumento en la freceuncia de aparicion de la EICH y el
contenido de B de los donadores. Sin embargo, los resultado que se obtuvieron
no reflejan dicha asociacion.

Cooley® report6, en pacientes con LMA, que el genotipo y no el contenido de B
se relaciona con un mayor riesgo de desarrollar EICH en los pacientes. Con la
evidencia anterior y nuestros resultados, que no se enfocan solamente en un
tipo especifico de diagndstico, podemos definir al genotipo KIR Bx o activador,
como un factor de riesgo para el desarrollo de algun grado de EICH.

Cooley®® también reporté que ademas de tener una relacién con el aumento de
casos de EICH en pacientes, el genotipo activador Bx se relaciona con un
riesgo reducido de recaida. Sin embargo, dicho comportamiento solamente se
encontraba presente en pacientes con LMA, ya que cuando analizaron a
pacientes con LLA no encontraron dicha relacion.

Basandonos en lo anterior, podemos justificar el que no hayamos encontrado
una relacion entre el genotipo KIR y el riesgo de recaida en el paciente, pues
nuestra poblacidbn de estudio no se encuentra separada por tipo de
padecimiento.
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A pesar de que no se pudo asociar el genotipo KIR y el riesgo de presentar
recaida, si nos fue posible observar una relacion entre el contenido de B=2y el
menor riesgo de recaer en la enfermedad. Ademas de este comportamiento,
nuestros resultados nos permiten relacionar al contenido de B= 1 con un riesgo
elevado de casi 5 veces mas de presentar recaida. Este resultado es
inquietante si consideramos que el contenido de B mas bajo es 0 y
corresponde al genotipo AA, que es en el que se esperaban mayores casos de
recaida.

Con respecto a la sobrevida de los pacientes, se realizd6 un seguimiento que
concluyé a los 700 dias post-trasplante o al momento del fallecimiento, cuando
asi ocurriera. Si consideramos que el seguimiento es de casi dos afios y que en
este periodo de tiempo menos del 20% de los pacientes fallecen, podemos
decir que el procedimiento ha sido exitoso, lo anterior, si lo comparamos con
los resultados de Stussi®y Cooley®®”, en donde la sobrevida promedio de los
pacientes a dos afios de seguimiento es cercana al 50%.

Durante este estudio no se encontré ninguna asociacion entre la presencia de
cierto genotipo con una mayor o menor sobrevida en los pacientes, sin
embargo, esta asociacion no se ha descrito por ningun autor.

Se encontrd una relacion entre una mayor sobrevida y el contenido de B con
puntaje 2, la cual se confirmd por prueba de chi cuadrada y analizando las
curvas de sobrevida. En Ambos casos, los andlisis estadisticos arrojaron que
dicho contenido de B se asociaba con un mayor tiempo de vida.

Con este conjunto de datos podemos ir visualizando de manera general el
panorama de nuestros pacientes con respecto a como van avanzando durante
el trasplante y su relacion con el genotipo KIR de su donador, pues si bien se
relaciona al genotipo Bx con una alta incidencia de EICH, la presencia del dicho
genotipo con contenido de B=2 se relaciona con una menor recaida a casi dos
afnos de seguimiento y con una sobrevida superior al 60% en los pacientes.

Ademés de hacer un andlisis general con genotipos y contenidos de B, se
decidié hacer un analisis mas detallado de los genes KIR considerandolos de
manera individual. De esta manera solamente se encontré que la presencia del
gen activador KIR2DS5 se asocia con una mayor probabilidad de desarrollar
EICH, en 2008, Lanier*® mencioné que la presencia de este gen se relacionada
con bajos indices de recaidas en pacientes con LMA.

Hasta ese mismo afio, el ligando del receptor KIR2DS5 era desconocido, sin
embargo, se suponia era algun alelo del antigeno HLA-C, hasta la fecha, dicha
suposicion sigue vigentes pues aun no se reporta con certeza la identidad de
dicho ligando.

Puesto que los trabajos citados hasta el momento, cuentan como poblacién de
estudio, pacientes con cierto diagnostico, se decidié hacer una separacion
entre nuestro grupo de pacientes, separandolos en dos grupos de acuerdo a si
padecian LMA o LLA, al ser los diagn6ticos mas comunes.
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Como se puede ver en la tabla 5, a pesar de que numéricamente existe una
dferencia considerable entre pacientes con LMA y LLA, estadisticamente no
tienen ninguna significancia.

Ademas de no encontrar diferencias entre la frecuencia de puntajes, o
genotipos, tampoco se observo una diferencia en el tiempo de reconstitucén
inmunoldgica, pues ambos grupos recuperar el conteo normal de neutréfilos a
los 14 dias en promedio.

El mismo procedimiento de comparacion entre las variables clinicas y
genotipicas se realiz6 en cada uno de los dos grupos de pacientes, sin
embargo en ninguno de los casos se logré encontrar una asociacion, ya sea de
genotipo, de contenido de B o con respecto a los genes individuales.

Trabajos como el de Cooley’ reportan la asociacion de los receptores KIR con
el desarrollo del trasplante de células hematopoyéticas se realizaron en
pacientes con LMA, sin embargo en nuestros resultados no pudimos observar
ninguno de los comportamientos reportados.

Una de las posibles causas de que no hayamos encontrado asociacion es que
el tamafio de la muestra es pequefia, sin embargo, podemos decir que la
tendencia de los resultados generales se sigue presentando, aunque no con
diferencia significativas en nuestros pacientes con LMA.

El hecho de que existan comportamientos distintos conforme la enfermedad se
ha tratado de explicar con base en la expresion de antigenos de las células
blasticas. Aunque no se tienen descritos los ligando que podrian estarse
presentando en las distintas enfermedades que pudieran interaccionar con las
células NK y favorecer su activacion existen identificados algunos de los
ligandos que inhiben su perfil citotoxico.

El tamafio del grupo de estudio constituido por pacientes con LLA es aun mas
pequefia, sin embargo en este grupo si podemos encontrar una asociacion del
contenido de B con la sobrevida de los pacientes.
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9 Conclusiones.

Se encontré que las variantes genéticas de los receptores KIR tienen una
relacién con el desarrollo clinico de pacientes sometidos a trasplante de
células hematopoyéticas.

La presencia del genotipo Bx en el donador, se asocia a una mayor
frecuencia de aparicion de EICH, sin que esto se relacione con una
disminucién de la sobrevida del paciente.

El contenido de B con puntaje 2, se asocia a un bajo riesgo de recaida y
ademas a una mayor sobrevida en pacientes después de 2 afios de
seguimiento.

No se cuentré ninguna diferencia en la frecuencia de EICH, el riesgo de
recaida o la sobrevida de pacientes en grupos con diagndsticos
especificos.
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UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
@ Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
Im CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
i e (ADULTOS)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Nombre del estudio:

Patrocinador externo (si aplica):

Lugar y fecha:

Nimero de registro:

Justificacion y objetivo del estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos y

Posibles beneficios que recibird al participar
en el estudio:

Inf i6n sobre itados y alternativas

de tratamiento:

Participacion o retiro:

Bri iAo -
=

y G

En caso de coleccidon de material bioldgico (si aplica):
No autoriza que se tome la muestra.
Siautorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.
Di ibili de iento médico en d ientes (si aplica):

Bsneﬁcms al término del estudio:

En caso de dudas o aclaraciones con el estudio podra dirigi a:

Colaboradores:

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus d h omo particip podra dirigirse a: Comision de Etica de Investigacion de la CNIC
del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Blogue B" de la Unidad de Congresos, Celonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono

(55) 56 27 69 00 extension 21230, Correo electrénico: comision. eima@u—nss gob.mx

Nombre y firma del sujeto Nombre y Tirma de quien obliene el consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccion, relacién y firma Nombre, direccion, relacion y firma

Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacién,
sin omitir informacion relevante del estudio

Clave: 2810-009-013
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