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Resumen 

La enfermedad injerto contra hospedero (EICH) representa la principal 

complicación posterior al trasplante de células progenitoras hematopoyéticas 

(TCPH), presentándose en más del 60% de los pacientes. Dicha enfermedad es 

originada por la reacción (activación) de las células aloreactivas (células NK y 

linfocitos T CD8+) del donante en contra del tejido del hospedero (receptor). De 

manera previa, la actividad citotóxica de las células alorreactivas ha asociado a 

la presencia de polimorfismos de un sólo nucleótido (SNPs) en genes que 

codifican para la familia de receptores NKG2 los cuales conforman haplotipos. 

El objetivo del presente trabajo consistió en identificar la asociación de los 

haplotipos genéticos de la familia de receptores NKG2 con el desarrollo de EICH 

posterior al TCPH alogénico, así como, con la función citotóxica de las células 

NK y CD8+. Inicialmente, se analizó la frecuencia de los SNPs: rs1049174, 

rs2617160, rs2617170, rs2617171, rs1983526, rs2255336, y rs2246809 en un 

grupo sin EICH de 927 individuos mexicanos clínicamente sanos mediante 

ensayos de discriminación alélica. Por otra parte, se evalúo la frecuencia de los 

alelos, genotipos y haplotipos mencionados previamente en una cohorte de 131 

pacientes con diagnóstico de TCPH alogénico de donador relacionado (HLA 

compatibles) y se determinó la asociación de estos SNPs con el desarrollo de 

EICH, así como con la expresión del mRNA y proteína del receptor NKG2D con 

la actividad citotóxica de las células NK. Los resultados obtenidos determinaron 

que los alelos y genotipos más frecuentes fueron C, CG para rs1049174; G, GG 

para rs2255336; T, AT para rs2617160; G, GG para rs2246809; C, CT para 

rs2617170; G, CG para rs2617171; y G, CG para rs1983526. Nuestro análisis 

de desequilibrio de ligamiento mostró que los SNPs: rs1049174, rs2617160, 

rs2617170, y rs2617171 conforman la variante del bloque de haplotipos-1 (hb-

1v) (r2 ≥ 0.89), donde los haplotipos predominantes fueron CTCG and GATC. En 

pacientes sometidos a TCPH, la condición de homocigoto para el haplotipo 

GATC se asoció con el riesgo a desarrollo de EICH, OR 7.85 (1.01-61.05), 

p=0.025, mientras que la condición de homocigoto para el haplotipo CTCG 

presenta una tendencia de protección para el desarrollo de la enfermedad OR 

0.48 (0.21-1.08), p>0.05. Adicionalmente, el haplotipo CTCG se asocia con la 

disminución en la expresión del receptor NKG2D en células NK CD56bright  



 

vii 
 

(p<0.05), así como, con un reducción en la actividad citotóxica frente a células 

blanco (p>0.0041). En conclusión, determinamos que el bloque de haplotipos hb-

1v poseen una participación esencial en el desarrollo de la EICH posterior al 

TCPH alogénico derivado de donador relacionado. Además, demostramos que 

el haplotipo GATC constituye un factor de riesgo para el desarrollo de la 

enfermedad, mientras que el haplotipo CTCG se encuentra asociado con la 

disminución en la expresión del receptor NKG2D, así como en una reducción en 

la capacidad citotóxica de células NK, mediante ensayos in vitro. 
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Abstract 
Graft-versus-host disease (GVHD) is the main complication after hematopoietic 

stem cell transplantation (HSCT), which occurs in more than 60% of patients in 

patients undergoing HSCT. This disease is caused by the reaction (activation) of 

the alloreactive cells (NK cells and CD8+ T lymphocytes) of the donor against the 

tissue of the host (recipient). Previously, the cytotoxic activity of alloreactive cells 

has been associated with the presence of single nucleotide polymorphisms 

(SNPs) in genes that encode the NKG2 receptor family, which make up 

haplotypes. The objective of the present work was to identify the association of 

the genetic haplotypes of the NKG2 receptor family with the development of 

GVHD after allogeneic HSCT, as well as with the cytotoxic function of NK and 

CD8+ cells. Initially, the frequency of the SNPs: rs1049174, rs2617160, 

rs2617170, rs2617171, rs1983526, rs2255336, and rs2246809 was evaluated in 

a group without GVHD of 927 clinically healthy Mexican individuals using allelic 

discrimination assays. On the other hand, the frequency of the previously 

mentioned alleles, genotypes and haplotypes was evaluated in a cohort of 131 

patients with a diagnosis of allogeneic HSCT from a related donor (HLA 

compatible) and the association of these SNPs with the development of GVHD 

was determined, as well as as with the expression of NKG2D receptor mRNA 

and protein with the cytotoxic activity of NK cells. The results obtained determined 

that the most frequent alleles and genotypes were C, CG for rs1049174; G, GG 

for rs2255336; T, AT for rs2617160; G, GG for rs2246809; C, CT for rs2617170; 

G, CG for rs2617171; and G, CG for rs1983526. Our linkage disequilibrium 

analysis showed that the SNPs: rs1049174, rs2617160, rs2617170, and 

rs2617171 make up the haplotype block variant-1 (hb-1v) (r2 ≥ 0.89), where the 

predominant haplotypes were CTCG and GATC. In patients undergoing HSCT, 

the homozygous condition for the GATC haplotype was associated with the risk 

of developing GVHD, OR 7.85 (1.01-61.05), p=0.025, while the homozygous 

condition for the CTCG haplotype presented a trend of protection for the 

development of the disease OR 0.48 (0.21-1.08), p>0.05. Additionally, the CTCG 

haplotype is associated with a decrease in the expression of the NKG2D receptor 

in CD56bright NK cells (p<0.05), as well as with a reduction in cytotoxic activity 

against target cells (p>0.0041). In conclusion, we determined that the hb-1v 
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haplotype block plays an essential role in the development of GVHD following 

allogeneic HSCT derived from a related donor. Furthermore, we demonstrate that 

the GATC haplotype constitutes a risk factor for the development of the disease, 

while the CTCG haplotype is associated with a decrease in the expression of the 

NKG2D receptor, as well as a reduction in the cytotoxic capacity of NK cells. 

through in vitro tests. 
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1. Introducción 

 

1.1. Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas 
 

El trasplante alogénico de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH) es la 

inmunoterapia celular más efectiva contra enfermedades hematológicas malignas y no 

malignas (1). El TCPH es considerado como una terapia de consolidación que involucra 

la administración de un régimen de acondicionamiento y el injerto de células troncales y 

progenitoras hematopoyéticas provenientes de un donador (2,3). 

El régimen de acondicionamiento y/o preparativo son esquemas de quimioterapia que se 

administran al paciente antes del trasplante con el objetivo de proveer suficiente 

inmunosupresión para permitir el injerto y reducir al máximo la carga tumoral (4,5). La 

administración del régimen de acondicionamiento es esencial para el éxito del TCPH, 

aunque estos esquemas de quimioterapia pueden provocar excesiva toxicidad en el 

paciente. En este contexto, los esquemas de acondicionamiento pueden clasificarse en 

mieloablativos (quimioterapia en altas dosis), intensidad reducida y no mieloablativos. El 

régimen mieloablativo consiste en la administración de alquilantes (uno o múltiples) con 

o sin radiación corporal total. Este régimen de acondicionamiento abate la celularidad 

dentro de médula ósea sin permitir una recuperación de la hematopoyesis autóloga, su 

administración es de alta toxicidad para el paciente. En contraste, el régimen no 

mieoloblativo es potencialmente inmunusupresor de manera que puede causar 

citopenias pero no requiere soporte con injerto de células troncales y prógenitoras 

provenientes de un donador, por lo que, ofrece menor potencia antitumoral y menor 

toxicidad para el paciente. Por último, el régimen de intensidad reducida, ocasiona 

citopenias prolongadas que requieren soporte con células troncales y progenitoras, pero 

la dosis de agentes alquilantes o radiación corporal total que se administran es reducida 

hasta un 30% comparado con el régimen mieloablativo. Con base en lo anterior, los 

esquemas no mieloablativo y/o de intensidad reducida ocasionan menor toxicidad para 
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los pacientes por lo que estos se administran en pacientes de edad avanzada y/o con 

comorbilidades ya que estos pacientes son más vulnerables a la toxicidad del trasplante 

(4,6,7). Además, para la elección del régimen de acondicionamiento también debe 

considerarse la enfermedad de diagnóstico y estatus de remisión al momento del 

trasplante. Enfermedades como la leucemia mieloide crónica, linfoma folicular y leucemia 

linfoide crónica son altamente sensibles a la eliminación por células del donador por lo 

que requieren un régimen de intensidad reducido, mientras que las leucemias agudas de 

alto riesgo con alteraciones citogenéticas, o incluso leucemias en remisión con 

enfermedad mínima residual detectable son menos sensibles a la quimioterapia y son 

candidatas a un régimen de acondicionamiento mieloablativo (4,6). 

Aunque la quimioterapia administrada como parte del régimen de acondicionamiento 

disminuye al máximo la carga tumoral, algunas de las células leucémicas tienen la 

capacidad de escapar de la quimioterapia y dar lugar a recaída posterior (5). Por lo tanto, 

el TCPH ofrece una opción curativa a pacientes a través de la citoreducción de las células 

características de la enfermedad (provista por el régimen de acondicionamiento) y a la 

eliminación de la enfermedad residual a través del efecto antineoplásico de la respuesta 

inmune alogénica (células provenientes del donador) conocido como “Efecto Injerto 

contra Leucemia” (EICL) (1,4,7). El EICL es una respuesta inmunológica realizada por 

células T, NK y otros efectores del sistema inmune del donador, los cuales reconocen 

antígenos alogénicos o específicos en células residuales de leucemia que permiten la 

eliminación de éstas (1). Sin embargo, las células aloreactivas también desencadenan 

una respuesta inmune patogénica contra tejido no hematopoyético del receptor que se 

conoce como enfermedad injerto contra hospedero (EICH), se considera dentro de las 

principales complicaciones postrasplante (3). La EICH se origina a causa del 

reconocimiento de las diferencias antigénicas entre donador y receptor, que es 

considerada una enfermedad sistémica que afecta la piel, el tracto gastrointestinal, el 

hígado y los pulmones, aunque también puede afectar cualquier otro órgano (8). 

El TCPH alogénico se realiza entre individuos que no son idénticos genéticamente. Sin 

embargo, debe existir compatibilidad entre donador y receptor para llevar a cabo este 

procedimiento; la compatibilidad es mediada principalmente por los antígenos 
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leucocitarios humanos (HLA, por sus siglas en inglés human leukocyte antigens). Los 

genes que codifican para el sistema HLA se encuentran en el brazo corto del cromosoma 

6, la región más polimórfica del genoma humano. Existen dos clases de moléculas HLA, 

clase I y clase II. En el caso del HLA de clase I, éstas se expresan en todas las células y 

presentan péptidos a los  linfocitos T CD8+; en cambio HLA de clase II se expresan 

principalmente en las células presentadoras de antígeno (APCs, por sus siglas en inglés 

antigen presenting cells) y presentan péptidos a linfocitos T CD4+ (9). 

Considerando el polimorfismo de las moléculas del HLA, existe mayor probabilidad de 

compatibilidad entre hermanos por lo que son considerados los donadores ideales para 

TCPH y la elección es de acuerdo al grado de compatibilidad. En caso de no contar con 

donador HLA compatible relacionado (hermano), se recurre a donadores compatibles en 

HLA no relacionados (no familiares). Los donadores no relacionados provienen de la 

búsqueda en registros de bancos de donadores a nivel mundial pero la disponibilidad de 

este tipo de donadores es limitada debido a la alta tasa de polimorfismo en las moleculas 

de HLA, especialmente para pacientes con genotipos HLA poco frecuentes. En caso de 

no existir ningún donador compatible al 100% (relacionado o no relacionado), se 

selecciona un donador que presente menor grado de incompatibilidad en HLA o 

comparta un haplotipo, es decir de un donador haplohidentico. Una vez elegido el mejor 

candidato para la donación, el donador debe de someterse a una serie de revisiones 

médicas y estudios de laboratorio con el objetivo de evaluar su estado de salud y la 

seguridad del TCPH (10,11). 

El TCPH requiere la infusión de células troncales y progenitoras hematopoyéticas 

(injerto) que se pueden obtener de médula ósea, sangre periférica movilizada y/o sangre 

de cordón umbilical. En cuanto a la médula ósea, ésta fue la primer fuente del injerto 

celular empleada para el TCPH. El procedimiento de obtención del injerto de médula 

ósea requiere la entrada a quirófano del donador bajo anestesia general para llevar a 

cabo múltiples aspirados de médula ósea. Debido al riesgo que implica este 

procedimiento para el donador fue evidente la necesidad de explorar otras fuentes menos 

invasivas. Actualmente, la sangre periférica movilizada (SPM) es la fuente más común 

de células para el TCPH y es un proceso de obtención que requiere la administración de 
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factor estimulante de colonias de granulocitos para movilizar células troncales y 

progenitoras a sangre periférica y posteriormente cosecharlas mediante aféresis (12). 

Actualmente, la SPM es la fuente celular más empleada debido a la alta proporción de 

células progenitoras y precursoras obtenidas, periodos cortos de injerto y recuperación 

hematológica, lo cual disminuye los tiempos de hospitalización del paciente, así como el 

riesgo de recaída. A pesar de las ventajas del uso de SPM, esta fuente celular también 

ha sido asociada con mayor riesgo de desarrollo de EICH, tanto aguda como crónica 

(13,14). En cuanto a la sangre de cordón umbilical, su uso fue inicialmente restringido al 

trasplante en niños debido al número limitado de células troncales y progenitoras 

disponibles por cordón umbilical (una unidad de cordón umbilical contiene 1/10 de la 

cantidad de células requeridas a partir de médula ósea y 1/20-1/30 de las células que 

pueder ser obtenidas a partir de SPM). En la actualidad, se emplean dos unidades de 

cordón umbilical no relacionadas y compatibles entre sí como fuente celular para TCPH 

en adultos, lo cual ha demostrado brindar suficiente número de células troncales y 

progenitoras para lograr el injerto. Debido a la inmadurez de las células progenitoras y 

troncales disponibles en sangre de cordón umbilical, esta fuente se ha asociado con 

tiempos de injerto y hospitalización prolongados, así como con menor incidencia en el 

desarrollo de EICH (10). 

Posterior al TCPH, la recaída es la causa más común de muerte en pacientes con 

diagnóstico de leucemia de alto riesgo. La incidencia de muerte posterior al TCPH 

alogénico es de 45.8%; donde el 38.7% de los pacientes muere a causa de recaída, 

23.8% por infecciones y 19% por causas asociadas a la EICH. Sin embargo, la frecuencia 

de la causa de muerte es variable por depender del periodo postrasplante. En este 

contexto, las infecciones son la causa más común de muerte dentro de los primeros 30 

días, al día 100 son la EICH, infecciones y recaída, mientras que a periodos más 

prolongados (1-5 años) la principal causa de muerte es la recaída (15,16). En los 

pacientes con recaída postrasplante se ha empleado diferentes estrategias terapéuticas 

de rescate, como la infusión de linfocitos del donador (ILD). La ILD se administran células 

T maduras provenientes del mismo donador en pacientes con alto riesgo de recaída o 

en aquellos que entran a remisión posterior a la recaída postrasplante. El objetivo de la 

ILD es reestablecer el EICL y sus propiedades terapéuticas; así el 67% de los pacientes 
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con recaída logra remisión molecular con un 95% de sobrevida a 3 años. A pesar de los 

beneficios de la inducción del EICL también la ILD está asociada a mayor incidencia en 

el desarrollo de EICH (1). 

Con base en lo anterior, el TCPH es la inmunoterapia más efectiva debido a su potencial 

curativo en pacientes con leucemia; la cual está relacionada con la capacidad de los 

linfocitos T, NK, así como otras células del sistema inmune del donador para mediar el 

EICL y evitar la recaída. Sin embargo, el donador también puede dirigir su respuesta 

inmune contra tejido sano del receptor, dando origen al desarrollo EICH. En virtud que 

tanto EICH como EICL se presentan simultáneamente en pacientes con TCPH, es 

necesario controlar el desarrollo de EICH por ser la principal complicación postrasplante. 

Por esta razón, en los últimos años se han realizado investigaciones para tratar de 

esclarecer los mecanismos genéticos, moleculares y celulares implicados en el 

desarrollo del EICL y la EICH (1,17,18). 

1.2. Tipos de trasplante 
 
TCHP puede ser categorizado en autólogo o alogénico con base a la fuente de células 

progenitoras hematopoyéticas (CPH). En el trasplante autólogo, las células 

hematopoyéticas infundidas al paciente son ellos mismos, mientras que el trasplante 

alogénico es aquel que se lleva a cabo entre individuos de una misma especie. En este 

aspecto, las diferencias entre antígenos del complejo principal de histocompatibilidad 

(MHC, por sus siglas en inglés Major Histocompatibility Complex), así como en antígenos 

del complejo menor de histocompatibilidad pueden originar una respuesta inmunológica 

lo cual resulta en el rechazo del injerto o en la aparición de enfermedad injerto contra 

hospedero (EICH) (10). 

Los donadores en primera línea para el TCPH alogénico son los hermanos de los 

pacientes que poseen compatibilidad en HLA. Cuando no se cuenta con donadores 

alogénicos relacionados pueden ser empleados donadores compatibles en HLA no 

relacionados generalmente provenientes de bancos de donadores. A pesar del rápido 

incremento de individuos en los registros de bancos de donadores a nivel mundial en los 



 

6 
 

últimos 20 años la disponibilidad de donadores no relacionados es limitada 

especialmente para pacientes con genotipos HLA poco frecuentes (10).  

Entre hermanos sólo hay 25% de posibilidad de ser compatibles en la totalidad de los 

antígenos del locus HLA, mientras que todos los demás miembros de la familia (padres 

y hermanos) usualmente comparten un haplotipo con el paciente, pero pueden diferir en 

un rango de 0 a 3 loci en HLA-A, -B y –DR en el segundo haplotipo. El tipo de trasplante 

que se realiza entre individuos compatibles en un solo haplotipo se conoce como 

trasplante haploidentico. Aunque el uso de donadores haploidenticos aumenta la 

probabilidad de donadores disponibles para trasplante, la probabilidad de desarrollo de 

EICH aumenta considerablemente (19). 

Dentro de los estudios que se realizan al donador antes de la colecta de CPH se incluyen 

los mínimos necesarios tales como (11): 

• Tipificación de los antígenos leucocitarios humanos, siendo los estudios mínimos 

compatibilidad en los alelos HLA-A, -B, -C, -DQ y DR, los cuales deben realizarse 

en un laboratorio certificado para estudios de inmunogenética. 

• Grupo sanguíneo ABO además del factor Rh. 

• Estudio para enfermedades infecciosas como virus de inmunodeficiencia humana 

(VIH), hepatitis A, B, C, citomegalovirus (CMV) y virus de Epstein-Barr (VEB), así 

como el análisis serológico para sífilis y toxoplasmosis. 

• Química sanguínea completa que incluye el análisis de glucosa, urea, creatinina, 

tiempos de coagulación y enzimas hepáticas. 

A pesar de la compatibilidad HLA con donador aproximadamente del 40% al 50% de 

los pacientes desarrolla un EICH agudo sistémico que requiere tratamiento con altas 

dosis de esteroides (20). Este desorden es debido a diferencias fuera del locus HLA 

y que codifican proteínas referidas como antígenos del complejo menor de 

histocompatibilidad que son blanco para la EICH e EICL. Por lo tanto, es necesario 

implementar estrategias para identificar al donador ideal lo cual probablemente 

incorpore factores genéticos adicionales a la determinación de HLA (19). 
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1.3. Enfermedad injerto contra hospedero (EICH) 
 
Desde hace más de 60 años, el TCPH ha sido la principal terapia curativa para varias 

enfermedades hematológicas y desordenes genéticos, pero su eficacia es limitada por el 

desarrollo de una enfermedad secundaria llamada enfermedad injerto contra hospedero 

(EICH). En 1966, Billingham postuló tres requerimientos cruciales para el desarrollo de 

la EICH: a) el injerto debe contener células competentes inmunológicamente, b) el 

receptor debe ser incapaz de desencadenar una respuesta inmune efectiva para eliminar 

las células transplantadas, y c) el receptor debe expresar antígenos de tejido que no son 

expresados por el donador. Por consiguiente, aunque el sistema inmune normalmente 

sería capaz de rechazar células extrañas, el sistema inmune del receptor está 

comprometido inmunológicamente por la administración de agentes inmunoablativos 

(quimioterapia y/o radioterapia) por lo que es incapaz de rechazar células trasplantadas. 

Por tanto, los linfocitos T y otras células del sistema inmune del donador, los cuales son 

competentes inmunológicamente, reconocen antígenos presentes en tejido sano del 

receptor y desencadenan una reacción inmunológica en contra, dando lugar al desarrollo 

de EICH. De esta forma, la EICH es causada por mecanismos inflamatorios mediado por 

células aloreactivas frente al microambiente “extraño” en que se encuentran (17,21). 

La EICH puede clasificarse en aguda y crónica, dependiendo de características como el 

tiempo de aparición y sintomatología clínica. Clásicamente, la EICH aguda ocurre dentro 

de los primeros 100 días postrasplante, mientras la EICH crónica se presenta posterior 

de los 100 días. La clasificación de EICH de acuerdo con la sintomatología clínica 

establece que la EICH aguda se presenta después del día 100 (como causa a la 

suspensión de los inmunosupresores o seguido de la ILD) o bien traslaparse con la EICH 

crónica (22). Esta clasificación de la enfermedad depende de las manifestaciones 

clínicas. La EICH aguda se caracteriza por daño en la piel, hígado, pulmón, timo, organos 

linfoides y tracto gastrointestinal, mientras que la EICH crónica tiene manifestaciones 

más diversas parecidas a síndromes autoinmunes caracterizadas por lesiones tipo 

esclerodermifoides en la piel, así como disfunción de glándulas salivares y lagrimales, y 

la formación de auto anticuerpos (2). 
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1.3.1. EICH aguda 
 

La EICH aguda es la principal complicación postrasplante. Esta enfermedad se presenta 

en 35 al 45% de los pacientes con compatibilidad 10/10 en HLA (17). La EICH aguda se 

subdivide en clásica (manisfestaciones clínicas que ocurren antes de los 100 días 

postrasplante) y en persistente, recurrente o tardía (se presenta después de los 100 días 

postrasplante o posterior a la ILD, a menudo se presenta cuando se suspende la 

inmunosupresión) (23). 

La EICH aguda puede cursar con diferente sintomatología clínica caracterizada por 

afectar principalmente piel, tracto gastrointestinal e hígado. En piel, esta enfermedad 

puede comenzar como erupciones maculopapulares en las orejas, palmas y plantas de 

los pies, los cuales pueden diseminarse a todo el cuerpo. En estadios más avanzados 

de la enfermedad, el salpullido puede causar foliculitis y parecerse a quemaduras de sol. 

En procesos extremos de la enfermedad, la piel puede ampollarse y ulcerase. Estas 

manifestaciones clínicas ocurren como resultado de la degeneración vacuolar de la capa 

de células basales, queratinocitos disqueratoticos e infiltración de células 

mononucleares. En hígado, esta enfermedad se manifiesta por altos niveles de bilirrubina 

y fosfatasa alcalina en sangre. Estas manifestaciones clínicas se deben a que los 

linfocitos citotóxicos atacan el ducto biliar que esta recubierto por células epiteliales 

causando endotelialitis, pericolangitis y destrucción apoptótica del ducto biliar. En tracto 

gastrointestinal, esta enfermedad se puede manifestar por diarrea voluminosa (más de 

2 litros por día), dolor abdominal, vómito y anorexia. Estas manifestaciones clínicas son 

resultado de la ulceración y apoptosis de la base de las criptas, así como la pérdida de 

la superficie epitelial, células de Paneth y de células troncales (las cuales podrían dar 

lugar a la regeneración del epitelio) (21,24). 

La EICH aguda puede clasificarse en grados I a IV dependiendo de la severidad de la 

enfermedad. El grado I es considerado leve, el grado II moderado, grado III severo, 

mientras que el grado IV se clasifica como muy severo. Entre los pacientes que 

experimentan TCPH, el 30 al 50% desarrolla EICH grado I y II, mientras que el 14% 

desarrolla EICH agudo grado III y IV. La EICH aguda severa tiene un mal pronóstico de 
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vida con un 25% de sobrevida a cinco años para pacientes con grado III, mientras que 

es de 5% para pacientes con grado IV (22). 

La prevalencia de EICH agudo está directamente relacionada al grado de discrepancia 

entre proteínas HLA. La EICH aguda se presenta en 35 al 45% de los pacientes con 

donador HLA compatibles mientras que en 60 a 80% de los pacientes que reciben células 

de un donador con discrepancia HLA (10). 

 

Existen diversos factores de riesgo asociados al desarrollo de EICH aguda. Entre los 

cuales se encuentra el estatus de la enfermedad al momento del trasplante, 

incompatibilidad en HLA, edad del donador y receptor, donador no relacionado, 

incompatibilidad de género (donador mujer-receptor hombre), el uso de sangre periferica 

movilizada como fuente del injerto, intensidad del régimen de acondicionamiento y la ILD 

(22,25,26). 

Fisiopatológicamente, la EICH aguda se desarrolla en tres estadios. Inicialmente, hay un 

daño al tejido ocasionado por la administración del regimen de acondicionamiento lo cual 

activa APCs del receptor. Posteriormente, las APC activan a las células T del donador 

hecho que se conoce como la fase aferente. Finalmente, en la fase eferente, los factores 

célulares e inflamatorios dañan organos blanco (21). 

a) Daño por la administración del régimen de acondicionamiento: El régimen de 

acondicionamiento es crucial para erradicar la enfermedad de base y para permitir 

el injerto de células provenientes de un donador. Pretrasplante, el tejido de los 

pacientes se daña debido a factores como la enfermedad hematológica basal, la 

administración de quimio-radioterapia, infecciones y el régimen de 

acondicionamiento. Debido a los factores mencionados anteriormente, se origina 

una disrupción de la barrera epitelial, que permite la traslocación de patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMPs, por sus siglas en inglés pathogen-

associated molecular pattern), así como la liberación de patrones moleculares 

asociados a daño (DAMPs, por sus siglas en inglés damage-associated molecular 

pattern) los cuales desencadenan procesos inflamatorios característicos de la 
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EICH. Los DAMPs son moléculas secretadas al espacio extracelular solo cuando 

hay daño al tejido causando activación de la respuesta inmune. Por ejemplo, el 

ácido úrico, heparansulfato, inmunoglobulinas tipo lectina de unión a ácido siálico, 

componentes mitocondriales, IL-33, biglicano, metabolitos de adenosina trifosfato 

son considerados DAMPs. Estos DAMPs inducen la secreción de citocinas 

proinflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-1b, así como quimiocinas, que favorecen 

la sobre-expresión de moléculas de adhesión, moléculas del HLA, así como 

moléculas coestimuladoras en las APCs. Por otra parte, los PAMPs derivados de 

bacterias, hongos y virus que son reconocidos a través de receptores tipo Toll 

(TLR, por sus siglas en inglés Toll-like receptors) y receptores tipo NOD (NLRs, 

por sus siglas en inglés NOD-like receptors), exacerban la activación de las APCs 

(Fig.1) (8,21,24). 

b) Fase aferente: activación de células T: Durante esta fase, las APCs migran del 

epitelio dañado hacia los nódulos linfoides donde inducen la activación de células 

T. En esta etapa las células T del donador proliferan y se diferencian (respuesta 

Th1/Th17) en respuesta a la activación de APCs. De este modo, la EICH se debe 

al reconocimiento y respuesta de células T del donador hacia proteínas definidas 

genéticamente en las células del receptor, por lo que puede estar dirigido contra 

antígenos HLA y/o antígenos menores de histocompatibilidad. Por consiguiente, 

se ha descrito que ante la incompatibilidad en moléculas HLA de clase I se 

desencadena una respuesta inmune mediada esencialmente por células T CD8+, 

mientras que la incompatibilidad en HLA clase II desencadena una respuesta 

inmune mediada principalmente por células T CD4+. Para los pacientes con 

compatibilidad en HLA, tanto linfocitos T CD4+ como T CD8+ pueden responder 

a disparidades entre antígenos menores de histocompatibilidad, los cuales son 

proteínas derivadas de genes polimórficos de tejido y presentados sobre 

moléculas del HLA clase I o clase II por APCs del donador o receptor 

(presentación indirecta y directa, respectivamente). Por tanto, la presentación y 

exposición a aloantígenos es ilimitada, lo cual ocasiona una inflamación sistémica 

exacerbada. Finalmente, la activación de las células de la respuesta inmune 

conlleva al inicio de cascadas intracelulares que inducen la transcripción de genes 
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para citocinas y sus receptores. Dentro de las citocinas que se sobreexpresan en 

la EICH se encuentran las de tipo Th1 como IFN-g, IL-2 y TNF-a las cuales 

participan tanto en el desarrollo de la enfermedad como en su control. Por 

ejemplo, aunque la IL-2 es una citocina esencial para la función efectora de las 

células T, esta citocina tambien resulta esencial para la generación y 

mantenimiento de células T reguladoras. Por otra parte, el IFN-g aumenta la 

sensibilidad de monocitos y macrófagos ante estímulos como lipopolisacáridos, 

síntesis de óxido nítrico y la expresión de moléculas esenciales (receptores de 

quimiocina, HLA y moléculas de adhesión). En contraste, la exposición prolongada 

a niveles altos de IFN-g puede inducir la apoptosis de células T ayudando a 

resolver la enfermedad. Por tanto, el tiempo y la duración de la secreción de cierta 

citocina puede dictaminar sus efectos específicos en el desarrollo, severidad y la 

resolución de la EICH (Fig.1) (2,3,8,21,22,24,27). 

c) Fase eferente, apoptosis de células blanco: Esta fase comprende una cascada 

compleja de quimiocinas y citocinas inflamatorias como TNF-a, IFN-g, IL-1 y óxido 

nítrico, así como mediadores celulares como linfocitos T citotóxicos o células NK. 

De esta forma, diferentes quimiocinas como la proteína inflamatoria de 

macrófagos 1a, CCL5, CXCL2, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CCL17 y CCL27 

promueven la migración de estas células aloreactivas a órganos blanco. Las 

citocinas proinflamatorias sinergizan con las células citotóxicas para favorecer el 

daño y la disfución del tejido blanco. Además, la traslocación de PAMPs durante 

el régimen de acondicionamiento induce la activación de células mononucleares 

(monocitos/macrófagos), así como la secreción de citocinas, lo cual amplifica y 

propaga la reacción inflamatoria. Por otra parte, los principales efectores celulares 

de EICH aguda son los linfocitos T citotóxicos y NK a través de diferentes vías 

como la secreción de TNF-a, FASL y la liberación del contenido de sus gránulos 

citotóxicos que contienen granzima (serinproteasa) y perforina (proteína citolítica 

formadora de poros). En este contexto, las vías de inducción de apoptosis son 

diferentes dependiendo del órgano blanco. Por ejemplo, la vía Fas/FasL parece 

ser esencial para la lisis de hepatocitos, mientras que la vía perforina/granzima 

parece ser esencial en el desarrollo de la enfermedad a nivel intestinal. Por tanto, 
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todos los mediadores inflamatorios mencionados anteriormente sinergizan para 

amplificar el daño al tejido, promover la inflamación y destruir el tejido blanco 

(Fig.1) (21,22,27). 
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Figura 1. Fisiopatología de la enfermedad injeto contra hospedero (EICH) aguda.  
El régimen de acondicionamiento conduce al daño y destrucción de la barrera epitelial. El tejido epitelial 

dañado libera DAMPs (ácido úrico, ATP, etc.) y permite la translocación de PAMPs, los cuales favorecen la 

síntesis y secreción de citocinas proinflamatorias. Dado el microambiente inflamatorio, las células 

presentadoras de antígenos (APCs) se activan. Las APCs activadas inducen la activación, proliferación y 

diferenciación de linfocitos T en Th1 y Th17, los cuales favorecen la activación de los principales efectores 

de la enfermedad: linfocitos T CD8+ citotóxicos y NK. Finalmente, las células efectoras y las citocinas 

proinflamatorias median el daño al tejido epitelial en piel, hígado, pulmón, tracto gastrointestinal, etc.  
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1.2.2. EICH crónica 
 

La EICH crónica es la principal causa de morbilidad y mortalidad no asociada a recaída 

en pacientes posterior al TCPH (28). De esta manera, la EICH es una complicación muy 

frecuente posterior al trasplante ya que se presenta en el 30 al 70% de los pacientes 

(25). Esta enfermedad puede ser progresiva (activa o aguda que emerge en crónica), 

quiescente (enfermedad aguda se resuelve completamente pero es seguida con 

enfermedad crónica) o de novo (se presenta sin ninguna característica clínica de la 

enfermedad aguda) (24). 

La EICH es una enfermedad con sintomatología clínica variable pero que clinicamente 

presenta manifestaciones parecidas a desordenes inmunológicos o autoinmunes (29). 

Por este motivo, la EICH cónica se considera una enfermedad sistémica con 

manifestaciones clínicas como fibrosis, escleroderma y/o bronqueolitis obliterante de 

manera que se afectan diferentes órganos y tejidos (3). En la piel, aparece 

despigmentación, alopecia, poiquiloderma, erupciones planas tipo liquen o con 

características escleróticas, mientras que en uñas puede causar distrofia o pérdida de 

estas. En boca, se manifiesta xerostomía (sensación de carencia de saliva), úlceras, 

lesiones tipo liquen y restricción en la apertura de la boca por la esclerosis. En ojos, la 

enfermedad se caracteriza por síntomas de sequedad ocular, síndrome sicca (que 

involucra la sensación de ojo seco por destrucción de glándulas lagrimales) y conjuntivitis 

cicatricial. A nivel muscular, esta enfermedad presenta fascitis, miositis (inflamación de 

los músculos) y rígidez en articulaciones. En tracto GI, los síntomas incluyen anorexia, 

pérdida de peso y estenosis esofaríngea. En pulmón, se origina bronqueolitis obliterante 

y efusiones pleurales. En hígado causa ictericia y transaminasemia. Finalmente, la EICH 

crónica produce manifestaciones en otros órganos como en corazón (pericarditis), 

riñones (síndrome nefrótico), médula ósea (trombocitopenia, anemia y neutropenia) y en 

el caso de pacientes mujeres puede manifestarse sintomatología a nivel genital 

(esclerosis, ulceraciones y resequedad vaginal (23,24). 

Con base en lo mencionado anteriormente, la EICH crónica puede categorizarse de 

acuerdo a los órganos afectados y la severidad de afectación órgano-específica. Por 
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consiguiente, la EICH crónica puede clasificarse como leve, moderada y severa (23). En 

pacientes con EICH crónica, se ha descrito que el 10% desarrollan enfermedad leve, 

59% moderada y 31% severa, lo cual correlaciona con un 97%, 86% y 62% de sobrevida 

a dos años postrasplante respectivamente (28). 

Existen diversos factores de riesgo asociados con el desarrollo de EICH crónica Dentro 

de estos factores de riesgo se encuentran la EICH aguda, la incompatibilidad HLA, la 

edad del donador y receptor, la presencia de células T en el injerto, donador mujer en 

paciente hombre, donador mujer multípara, injerto de sangre periferica movilizada, injerto 

de sangre de cordon umbilical, infección viral postrasplante, el régimen de 

acondicionamiento y la ILD (28,30). 

La fisiopatología de la EICH crónica se caracteriza por la generación de células 

aloreactivas, lo que fundamenta la semejanza de esta enfermedad con desordenes 

autoinmunes. La administración del régimen de acondicionamiento, así como la EICH 

aguda ocasionan atrofia tímica y generación de células T aloreactivas. Durante la EICH 

aguda, los linfocitos T CD8+ preferencialmente lesionan células epiteliales medulares 

tímicas, lo que induce la generación de células T aloreactivas derivadas de progenitores 

provenientes del donador, las cuales maduraron en el timo dañado del receptor y no 

tuvieron un proceso adecuado de selección negativa (2,3,31). También el desarrollo de 

células B se modifica por afectarse la médula ósea y ser el nicho de células B, así el 

proceso de maduración éstas células se compromete dando como resultado la 

generación de células B auto y aloreactivas (21). Además, durante el desarrollo de EICH 

aguda se presenta elevada diferenciación y sobrevida de células B aloreactivas (32). De 

esta manera, se produce una reaccción robusta de centro germinal que da lugar a la 

secreción y producción de aloanticuerpos durante el desarrollo de esta enfermedad (33). 

Existen dos clases de anticuerpos aloreactivos que se han asociado con el desarrollo de 

EICH aguda. El primer tipo incluye anticuerpos dirigidos contra antígenos del receptor 

que no estan presentes en el donador, por ejemplo anticuerpos dirigidos contra proteínas 

codificadas en el cromosoma Y, los cuales se detectan en 80% de los pacientes hombres 

con EICH crónica transplantados de donador mujer. El segundo tipo de anticuerpos esta 

dirigido contra aloantígenos que corresponden a proteínas no polimórficas entre donador 
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y receptor, por ejemplo, los anticuerpos dirigidos contra el receptor del factor de 

crecimiento de plaquetas (PDGFR, por sus siglas en inglés platelet derived growth factor 

receptor). Estos anticuerpos que reconocen al PDGFR inducen la fosforilación y 

acumulación de especies reactivas de oxígeno, así como la expresión del gen de 

colágeno tipo I a través de la vía de señalización Ha-Ras-ERK1/2-ROS. Por tanto, la 

función biológica de estos anticuerpos se ha relacionado con desarrollo de fibrosis de 

órganos blanco (33). En cuanto a la esclerosis, durante este proceso ocurre una 

cicatrización defectuosa con incrementada producción de citocinas escleróticas como 

TGF-b y PDGF. Sin embargo, evidencia reciente destaca la participación de la 

subpoblación Th17 en este proceso (21). En cuanto a la EICH cronica liquenoide, se 

asocia con la sobreregulación de citocinas y quimiocinas tipo Th1/Th17, así como 

elevados números de células T CD8+ productoras de IFN-g e IL-17. Adicionalmente, la 

incapacidad tímica en la EICH crónica ocasiona baja frecuencia de células T reguladoras, 

y estas muestran incrementada apoptosis mediada por Fas (28) (Fig. 2). 
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Figura 2. Fisiopatología de la EICH crónica. 

El régimen de acondicionamiento y la EICH aguda ocasionan daño las células epiteliales del timo (TECs) lo 

cual incapacita la selección negativa e induce la generación de células T alorreactivas que perpetúan el daño 

a timo favoreciendo el desarrollo de la enfermedad crónica. Por otra parte, durante el desarrollo de EICH 

aguda se presenta elevada diferenciación, sobrevida de células B aloreactivas, así como la producción de 

alo-antícuerpos. Finalmente, los anticuerpos producidos durante el desarrollo de esta enfermedad se 

depositan en órganos blanco se presenta infiltración de células T CD4+ y B está asociada con la fibrosis de 

órganos blanco. 
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1.4. Células NK 
 
Las células asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés Natural Killers) son linfocitos 

granulares grandes del sistema inmune innato con capacidad citotóxica espontánea, es 

decir que no requieren inmunización previa y cuya función efectora no se restringe al 

reconocimiento de moléculas del MHC. La función esencial de las células NK es el 

reconocimiento y eliminación de células que experimentan procesos de estrés como 

infección por virus, bacterias, parásitos o transformación neoplásica (34). Las células NK 

representan de 5 al 15% de los linfocitos y están presentes más abundantemente en 

otros tejidos como piel, intestino, hígado, pulmón, útero, riñón y articulaciones. Similar a 

las células B y T, las células NK se desarrollan a partir de un progenitor linfoide común 

principalmente en médula ósea, aunque también se ha reportado que su desarrollo 

puede llevarse a cabo en hígado y timo. Durante su evolución, las células NK transitan a 

través de diferentes estadios de maduración, expansión y adquisición de receptores 

específicos los cuales se expresan por línea germinal. Como células maduras, la 

activación y función efectora de las células NK depende de la integración de señales 

derivadas de receptores de activación y de inhibición presentes en su superficie celular 

(35). 

Existen diferentes hipótesis de los mecanismos de activación de las células NK. El primer 

mecanismo es el “reconocimiento de lo propio” el cual se basa en que las moléculas de 

MHC de clase I en células autólogas son reconocidas a través de receptores de inhibición 

como los receptores KIR y NKG2A presentes en células NK inhibiendo su activación. El 

segundo mecanismo es la “pérdida de lo propio” en el cual las células NK reconocen 

células autólogas que disminuyen o pierden la expresión de moléculas del MHC de clase 

I, lo que induce su activación. El tercer mecanismo es la “inducción de lo propio”, el cual 

establece que las células NK reconocen ligandos de activación expresados en células 

blanco bajo procesos de estrés celular (infección o transformación neoplásica). Este 

reconocimiento se lleva a cabo mediante receptores de activación expresados por línea 

germinal como NKG2D que desencadenan la activación celular. Finalmente, el 

mecanismo de lo “no propio” en el que se establece que las células NK son capaces de 
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reconocer células alógenicas (provenientes de un donador) como resultado de la 

incompatibilidad en moléculas del MHC entre donador y receptor (36) (Fig. 3). 

 

Figura 3. Mecanismos de reconocimiento inmunológico por células NK. 

a) Reconocimiento inmunológico de lo propio: Las células NK reconocen células autólogas que expresan 

moléculas de MHC (HLA-E) mediante receptores de inhibición como NKG2A para contener su activación, b) 
Reconocimiento de la perdida de lo propio: Las células NK reconocen células blanco que disminuyen o pierden 

la expresión de moléculas de MHC lo cual desencadena su activación, c) Inducción de lo propio: Las células 

NK reconocen ligandos de activación que son expresados por células blanco mediante receptores de 

activación (NKG2D) lo que induce su activación, y d) Reconocimiento de lo no propio: Las células NK 

reconocen células provenientes de un donador (alogénicas) debido a su incompatibilidad en moléculas del 

MHC desencadenando su activación. 
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Posterior a la activación, la función efectora de las células NK consiste en la secreción 

de citocinas, así como el reconocimiento y eliminación de células blanco. Las células NK 

producen y secretan una gama de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias 

dependiendo del microambiente inflamatorio. Estas citocinas incluyen IFN-g, TNF-a, GM-

CSF, (por sus siglas en inglés Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor), IL-

10, IL-5, IL-13 para la activación de células T, así como otras células del sistema inmune 

innato como células dendríticas, macrófagos y neutrófilos. Además, las células NK 

secretan quimiocinas como CCL1, CCL2, CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1b), CCL5 

(RANTES) y CXCL8 (IL-8) las cuales pueden atraer linfocitos efectores y células 

mieloides al sitio de inflamación. Con base en lo anterior, las células NK pueden modular 

la función de otras células efectoras tanto de la respuesta inmune innata como de la 

respuesta inmune adaptativa (35,36). Por otra parte, las células NK reconocen y eliminan 

células blanco mediante dos mecanismos principales: la citotoxicidad dependiente de 

anticuerpos (ADCC, por sus siglas en inglés antibody dependent cell cytotoxicity) y la 

citotoxicidad natural. La ADCC permite el reconocimiento y eliminación de células 

opsonizadas con anticuerpos mediante el receptor de baja afinidad para la fracción 

cristalizable de IgG FcgRIIIA (CD16). A pesar de que las células NK no expresan 

receptores “antígeno específicos”, las células NK expresan una amplia variedad de 

receptores que les permite reconocer células blanco directamente para ejercer la 

citotoxicidad natural. La integración de las señales recibidas mediante sus receptores 

determina la respuesta de las células NK (34). 

La citotoxicidad de las células NK depende de la liberación de gránulos citotóxicos hacia 

las células blanco durante la sinapsis inmunológica. La liberación de gránulos citotóxicos 

requiere la reorganización del citoesqueleto de las células NK incluyendo la 

polimerización de actina, así como la polimerización del centro de organización de 

microtúbulos. Los gránulos líticos viajan a través de los microtúbulos y una vez en el sitio 

de sinapsis se fusionan con la membrana de la célula blanco y liberan enzimas para 

facilitar la activación de la apoptosis intrínseca en la célula blanco. Las moléculas que 

incluyen el gránulo lítico contienen perforina la cual es una glicoproteína de 60 a 70 kDa 

formadora de poros, la granzima B es una serin-proteasa, FasL (CD178), TRAIL (CD253) 
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y granulisina. La granzima B y la perforina son un componente esencial de los gránulos 

líticos debido a que escinden péptidos después de residuos de ácido aspártico. Una vez 

dentro de las células blanco la granzima B desencadena la apoptosis mediante 

mecanismos dependientes (escinde caspasa 3 y caspasa 8) e independientes de 

caspasas (induce la liberación de citocromo C de la mitocondria a través de la ruptura 

proteolítica de la proteína anti apoptótica Bid). Fenotípicamente, las células NK humanas 

se caracterizan por el fenotipo CD3-CD56+, así como la expresión del marcador CD16+/- 

(35,36). 

1.5. Linfocitos T CD8+ 
 
Los linfocitos T CD8+ citotóxicos son células del sistema inmune adaptativo las cuales 

son considerados los efectores esenciales en la respuesta inmune contra cáncer y 

constituyen parte esencial de la inmunoterapia contra esta enfermedad. Los linfocitos T 

CD8+ naive censan efectivamente el material extraño, mientras que las células efectoras 

constituyen efectores con alta capacidad de migración para la inmunovigilancia y el 

desarrollo de la respuesta inmune adaptativa contra infección o cáncer (37). 

Los linfocitos T citotóxicos se diferencian a partir de un progenitor linfoide común (CLP, 

por sus siglas en inglés common lymphoid progenitor), el cual es un progenitor inmaduro 

derivado de médula ósea. El CLP migra desde la médula ósea al timo debido al efecto 

de agentes quimiotácticos y factores tímicos (la timotaxina, timosina y timopoyetina). 

Dentro del timo, el microambiente induce la expresión del TCR y CD en estas células 

inmaduras para permitir su interacción con moléculas del MHC de clase I y clase II lo 

cual permite identificar la reactividad de estas células e inducir su maduración a través 

de procesos de selección. Durante el proceso de selección positiva, los linfocitos T que 

se unen al menos con poca afinidad a moléculas del MHC de clase I y 2 son identificadas, 

mientras que el proceso de selección negativa induce la apoptosis de células T que 

tienen afinidad por péptidos propios presentados sobre moléculas del MHC de clase I y 

2, lo cual elimina clonas autorreactivas. Como resultado de este proceso de maduración, 

los linfocitos T que presentan afinidad por MHC de clase I se convierten en células T 

CD8+, mientras que los linfocitos con afinidad por MHC de clase II se convierten en 

células T CD4+ (37). 
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Los linfocitos T CD8+ citotóxicos son la principal población celular encargada de la 

eliminación de patógenos y células neoplásicas, siendo los linfocitos T CD4+ esenciales 

para el mantenimiento de la respuesta CD8+, así como para la prevención de 

exhaustación (37). La activación de los linfocitos T CD8+ se desencadena a partir del 

reconocimiento de péptidos antigénicos presentados por moléculas del MHC de clase I 

en la superficie de APCs. En este contexto, los linfocitos T CD8+ migran hacia gradientes 

de quimiocinas e integrinas secretadas y/o presentadas en APCs o células blanco, para 

formar una sinapsis inmunológica entre el complejo de activación supramolecular del 

linfocito y moléculas de adhesión en la superficie de células blanco (37). 

La activación del TCR induce la activación del linfocito. El TCR es una estructura 

compleja que comprende una subunidad de unión al antígeno (TCRab) que se une no 

covalentemente a tres subunidades de señalización de co-receptor CD3 (ζζ, CD3δε y 

CD3γε) las cuales contienen en su región citoplasmática inmunoreceptores con motivos 

de activación basados en tirosina (ITAM, por sus siglas en inglés immunoreceptor 

tyrosine-based activation motifs) necesarios para la expresión en superficie celular de 

TCR, el ensamblaje intracelular y el inicio de la vía de señalización (38,39). Tanto las 

cadenas a y b del TCR contienen dominios variables tipo inmunoglobulina (dominios V) 

que determinan la especificidad del antígeno, así como dominios constantes (dominios 

C), una región de anclaje a la membrana, una región transmembrana y un dominio 

citoplasmático corto el cual carece de motivos que permitan la señalización intracelular. 

Por tanto, la señalizalión intracelular depende de el complejo CD3, pero requiere la 

iniciación y amplificación del CD8. Adicionalmente, CD45 es una de las glicoproteínas 

más abundantes en la superficie de células T, la cual actúa como un regulador positivo 

de la señalización por TCR por defosforilización de la cinasa Lck y su activación que 

permite la fosforilización de las cadenas ζζ para la indución de señalización río abajo 

(40). La unión del TCRab con el complejo peptido-MHC de clase I conduce a la 

fosforilación de los domios ITAM de las subunidades de señalización. El TCR se une a 

los dominios a1 y a3 del MHC I donde se encuentra anclado el peptido antigénico, 

mientras que el CD8 es un co-receptor presente en la superficie de células T como un 

homodímero aa o como un heterodímero ab que se une al dominio a3 del MHC I. Por 
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tanto, la asociación de CD8 al MHC I permite aumentar la firmeza de la interacción TCR-

MHC I incrementando hasta 100 veces la sensibilidad del TCR hacia el complejo peptido-

MHC I (41). Aunque la activación de los linfocitos T CD8+ requiere la señalización por 

TCR, también se requiere la activación de una señal de co-estimulación independiente 

sin la cual los linfocitos T CD8+ se volverían anérgicos y experimentarían apoptosis. Esta 

segunda señal generalmente mediada por receptores CD28 en células T CD8+ que 

tienen como ligando a CD80/B7.1 y CD80/B7.2 expresadas en APCs, es esencial en 

determinar la sensibilidad del linfocito CD8+ debido a que disminuye el umbral de 

estimulación, mejora la proliferación célular y la produción de citocinas. Posterior a la 

activación de CD28, los residuos de tirosina intracelulares son fosforilados permitiendo 

el reclutamiento de PI3K (Por sus siglas en inglés, phosphatidylinositol 3-kinase). La 

activación de PI3K promueve la activación de la proteina cinasa B (PKB por sus siglas 

en inglés, protein kinase B) y el factor nuclear kB (NF-kB, por sus siglas en inglés nuclear 

factor-κB), culminando en la sobre-expresión de Bcl-xL e incremento en la sobrevida de 

los linfocitos T. Además, la activación de los linfocitos T induce la maquinaria necesaria 

para la eliminación de células blanco (37,42,43). 

Cuando una célula blanco es reconocida por un linfocito T CD8+ esta es eliminada. La 

interacción de linfocitos T citotóxicos y células blanco induce fuerzas mecánicas que 

favorecen la formación de poros en la membrana de células blanco mediante la secreción 

de gránulos líticos los cuales contienen perforinas, granzimas, perforinas, catepsina C y 

granulisina las cuales colectivamente inducen la apoptosis de la célula blanco. 

Alternativamente, el complejo granulisina, perforina y granzima es ingerido por células 

blanco a través de la endocitosis de la membrana de linfocitos T citotóxicos. 

Posteriormente, la granulisina y perforina crea poros en la membrana endosomal y la 

liberación de granzimas en el citoplasma. Además, Fas ligando es expresado en 

linfocitos T CD8+ y su interación con el receptor Fas en células blanco activa los dominios 

de muerte (FADD, de las siglás en ingles Fas-associated protein with death domains) los 

cuales activan caspasas y endonucleasas conduciendo a la fragmentación de el DNA de 

células blanco (44). 
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1.6. Receptores NKG2 
Los receptores NKG2 pertenecen a la superfamilia de receptores lectina tipo C que se 

expresan constitutivamente en células NK, así como en una subpoblación de linfocitos T 

CD8+. Esta familia está constituida por siete receptores NKG2A, NKG2B, NKG2C, 

NKG2D, NKG2E, NKF2F y NKG2H, los cuales forman heterodímeros con la cadena 

invariante CD94 unidos por puentes disulfuro. Sin embargo, el receptor NKG2D es la 

excepción por formar una estructura homodimérica. CD94 tiene un dominio 

citoplasmático corto, sin dominios citoplasmáticos funcionales. Por otra parte, los 

receptores NKG2 presentan diferentes dominios: un dominio extracelular parecido a 

lectina C que le permite la interacción con su respectivo ligando, un dominio 

transmembranal que funciona para anclarse a la membrana de la célula efectora y un 

dominio citoplasmático para la señalización intracelular, que dependiendo de las 

características del dominio citoplasmático presente en cada receptor será su función 

(activación o inhibición) (45). 

Los receptores heterodiméricos de la familia NKG2 tienen como ligando a las moléculas 

del MHC no clásicas de clase I HLA-E, la cual se distingue por ser una molécula poco 

polimórfica y con patrón de expresión ubicua. Al igual que otras moléculas del MHC de 

clase I, HLA-E se compone de una cadena pesada, b2 microglobulina y es capaz de 

presentar péptidos derivados de secuencias líder de las moléculas del MHC de clase I. 

El reconocimiento inmunológico del HLA-E permite a las células NK monitorear 

indirectamente el nivel de expresión del MHC en células blanco. Aunque los receptores 

NKG2A y NKG2C se unen al mismo ligando, se trata de NKG2A quien posee mayor 

afinidad por HLA-E en contraste de NKG2C. Por tal motivo, se ha postulado que la 

interacción diferencial entre NKG2A y NKG2C depende del reconocimiento directo del 

péptido presentado por la molécula HLA-E (45,46). 

En este sentido, los genes que codifican para los receptores NKG2 se encuentran en la 

región NKC (por sus siglas en inglés natural killer-gene complex), que está ubicada en el 

brazo corto del cromosoma 12, con una extensión aproximada de 2.5 Mb. Dada la alta 

similitud en organización, secuencia y organización transcripcional, entre los genes que 
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codifican para los receptores NKG2A, -C, -E y -F, se ha postulado que estos genes 

evolucionaron a través de mecanismos de duplicación génica consecutiva (46).  

1.6.1.  NKG2A  
 
Loa transcritos codificados NKG2A y NKG2B son productos del proceso de splicing 

alternativo del mismo gene KLRC1. Ambos receptores poseen dos dominios 

citoplasmáticos ITIM (por sus siglas en inglés, immunoreceptor tyrosine-based inhibitory 

motifs), de modo que son categorizados como receptores de inhibición. NKG2A señaliza 

a través de sus motivos ITIM presentes en su región citoplasmática. Después de la 

interacción con el ligando HLA-E, los ITIM se fosforilan y reclutan las siguientes 

fosfatasas: fosfatasa 1 que contiene tirosina con homología Scr (SHP-1, por sus siglas 

en inglés Scr homology-containing tyrosine phosphatase 1), SHP-2 y la fosfatasa 5 

inositol que contiene un dominio SH2 (SHIP, por sus siglas en inglés de lipid phosphatase 

SH2 domain-containing inositol-5-phosphatase). La función de dichas fosfatasas es 

neutralizar las señales de activación. Por consiguiente, la señalización de NKG2A 

permite que las fosfatasas SHP-1 y SHP-2 defosforilen a las regiones ITAM e inhiban la 

señalización rio abajo (35,47) (Fig. 4). 

El receptor NKG2A tiene como ligando a las moléculas de HLA-E. Como se describió en 

la sección anterior, HLA-E es una molécula de MHC de clase I no clásica la cual presenta 

péptidos derivados de las secuencias líder de las moléculas de MHC (48). 

1.6.2. NKG2C 

NKG2C (Por sus siglas en inglés, natural killer group 2, member C) es un receptor de la 

familia NKG2. Este receptor se asocia con la molécula adaptadora DAP12 por tener un 

dominio intracelular corto. La interacción entre el receptor NKG2C y la molécula del MHC, 

HLA-E promueve la fosforilación de las regiones ITAM en la molécula adaptadora DAP12 

para el reclutamiento de las moléculas Syk y ZAP70. Mientras que la vía de señalización 

rio abajo induce la activación de las moléculas adaptadoras LAT y SLP-76 (Por sus siglas 

en inglés, SH2 domain-containing leukocyte phosphoprotein of 76 kD) desencadenando 

la activación celular (34) (Fig. 4). 
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1.6.3. NKG2D 
 

El receptor de activación NKG2D (Por sus siglas en inglés, natural killer group 2, member 

D) es una glicoproteína transmembrana tipo 2 que pertenece a la familia NKG2. Este 

receptor se expresa como un homodímero con un dominio intracelular corto que no 

permite desencadenar el proceso de señalización, por ese motivo se acopla a la proteína 

adaptadora transmembrana de activación 10 DNAX (DAP10, por sus siglas en inglés 

DNAX-activating protein 10). DAP10 contiene en su región citoplasmática un dominio 

ITAM, cuya función es reclutar a la cinasa 3 de fosfoinositol (PI3K, por sus siglas en 

inglés phosphatidylinositol 3-kinase) y la proteína 2 de unión al receptor del factor de 

crecimiento (Grb2, por sus siglas en inglés growth factor receptor-bound protein 2). La 

fosforilación de Grb2 induce la fosforilación de Vav1, PLC-g2 y SLP-7. Además, PI3K y 

Grb-Vav1 inducen la fosforilación de Jak2, STAT5, Akt, MEK1/2 y ERK. Por lo tanto, la 

interacción NKG2D con sus respectivos ligandos induce la respuesta mediante la 

secreción de citocinas, quimiocinas, proliferación y sobrevida de las células efectoras, 

así como la citotoxicidad de células blanco (35,49–51) (Fig. 4). 

El receptor NKG2D se expresa constitutivamente en células NK, así como en otras 

células de la respuesta inmune como células T CD8+, linfocitos T gd, NKT, y algunas 

poblaciones de linfocitos T CD4+: 

a) Linfocitos T CD8+: Las células T CD8+ son la principal población linfoide que 

expresa NKG2D. En humanos, los linfocitos TCD8+ expresan constitutivamente el 

receptor NKG2D y posterior a la unión con su respectivo ligando, la señalización 

de este receptor es mediada por la molécula adaptadora DAP10. En linfocitos T 

CD8+, NKG2D funciona como un receptor de coestimulación en la señal inducida 

por TCR; porque DAP10 tiene un motivo de señalización similar a CD28. De esta 

forma, ambos inducen efectos similares en la coestimulación en células T (49,52–

55). Sin embargo, se ha reportado que NKG2D también funciona como un 

receptor de activación en células T CD8+ bajo ciertas condiciones, entre las que 

destaca la exposición prolongada de IL-15 (56,57). Además, la señalización por 

IL-15 presenta sinergismo con la señalización de NKG2D a través de la activación 
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de PI3K, JNK, ERK y cPLA2, permitiendo que NKG2D regule la activación directa 

y la citotoxicidad independiente de la señal de TCR (58,59). Finalmente, se ha 

reportado que la activación vía NKG2D en células T CD8+ es importante para la 

sobrevida y la formación de células de memoria (49,60). 

b) Linfocitos T gd: Los linfocitos T gd comprenden una pequeña población de las 

células de sangre periférica (2 al 5%) aunque son abundantes en tejidos, 

particularmente en intestino delgado, tracto reproductivo y piel. Estas células 

expresan constitutivamente NKG2D en su superficie, que se une a DAP10 a través 

de su región citoplasmática. La interacción NKG2D-NKG2DL desencadena la lisis 

de la célula blanco, lo que ha sugerido que estas células también puedan tener un 

efecto de coestimulación con la señal del TCR. Otra función importante de los 

linfocitos T gd es que reconocen NKG2DL expresados en células de cáncer, 

desencadenando su citotoxicidad contra estas células blanco, como es el caso de 

las células de linfoma, leucemia y tumor sólido (49,61–63). 

c) Células NKT: Las células NKT representan una pequeña población de los 

linfocitos T de sangre periférica (0.01-1%), pero es una población enriquecida en 

hígado. La expresión de NKG2D en estas células se restringe a aquellas que son 

CD4-, las cuales muestran un perfil parecido a las células Th1. Con respecto a su 

función, se ha descrito que NKG2D actúa como una señal de co-estimulación en 

respuesta a una señal sub-óptima, desencadenada por anti-CD3 o ligandos 

presentados por CD1d. Sin embargo, también se ha reportado que la estimulación 

de NKG2D inicia la lisis de células blanco independientemente de la estimulación 

de TCR, demostrando así el efecto dual que puede tener este receptor. 

Funcionalmente, la activación del receptor NKG2D en células NKT induce 

citotoxicidad contra célula blanco (49). 

d) Linfocitos T CD4+: Las células T CD4+ no expresan NKG2D bajo condiciones 

fisiológicas. Sin embargo, bajo ciertas condiciones patológicas como artritis 

reumatoide se han encontrado células T CD4+ NKG2D+; probablemente como 

resultado de los niveles altos de TNF-a e IL-15 presentes en esta enfermedad. 
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Además, las células T CD4+NKG2D+ se asocian con otras enfermedades 

autoinmunes, como la enfermedad de Crohn, granulomatosis de Wegener, 

diabetes tipo 2, esclerosis múltiple y lupus eritematoso sistémico. En cáncer, las 

células T CD4+NKG2D+ son muy frecuentes en pacientes con tumores que 

expresan el ligando del receptor NKG2D, como en carcinoma cervical. Con base 

en lo anterior, se propuso que existen dos distintas poblaciones de células T 

CD4+NKG2D+. Una de ellas presenta un perfil secretor de citocinas inflamatorias 

y características citotóxicas, mientras que la otra presenta características de 

inmunoregulación (64). En cuanto a la función de NKG2D en células T CD4+, se 

asocia como un co-estimulador de la respuesta mediada por TCR que 

desencadena citotoxicidad celular (49). 

El receptor NKG2D reconoce como ligandos diversas proteínas que presentan similitud 

estructural con las moléculas del MHC de clase I. Estos ligandos se agrupan en dos 

familias: (a) las moléculas A y B parecidas a moléculas MHC de clase I (MICA y MICB, 

por sus siglas en inglés MHC-class-I-polypeptide-related sequence A and B) y (b) la 

familia de proteínas de unión a UL-16 de citomegalovirus (ULBP, por sus siglas en inglés 

UL-16 binding protein). Las moléculas MICA/B tienen dominios a1, a2 y a3 que son 

parecidos a dominios tipo inmunoglobulina, carecen de interacción con b2-microglobulina 

y no presentan péptidos antigénicos. Por otra parte, la familia de proteínas ULBPs se 

compone de 6 miembros (ULBP-1 a -6), los cuales expresan dominios a1 y a2, pero 

carecen del dominio a3, así como de la interacción con b2-microglobulina y presentación 

de péptidos antigénicos. Particularmente, las moléculas ULBP -1, -2, -3 y -6 son ligandos 

de anclaje a glicosilfosfatidilinositol (GPI, del inglés glycosylphosphatidilinositol) mientras 

que ULBP -4 y -5 tienen un dominio transmembranal y una cola citoplasmática. 

Inicialmente la expresión de los ligandos del receptor NKG2D fue atribuida a células bajo 

procesos de estrés celular, como en células con infección o transformación neoplásica. 

Sin embargo, evidencia más reciente indica que estos ligandos también se expresan bajo 

condiciones homeostáticas, usualmente en procesos de desarrollo, así como en 

activación y proliferación celular. Por ejemplo, macrófagos y células dendríticas activadas 
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expresan estos ligandos como un mecanismo adicional para regular la respuesta de 

células T (65).  

A pesar de que NKG2D es un receptor muy conservado, este receptor reconoce ligandos 

muy polimórficos. Por consiguiente, se ha descrito que la presión de selección evolutiva 

ha inducido la diversificación de ligandos del receptor NKG2D. La diversificación de 

ligandos se postula como un mecanismo por el cual células en procesos de 

transformación neoplásica o infección intentan evadir el sistema inmune. Por tanto, 

NKG2D es un receptor poco polimórfico con alta conservación evolutiva, que tiene como 

ligandos a una variedad de moléculas inducidas en condiciones de estrés, las cuales 

muestran alto grado de polimorfismo (55,66). 
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Figura 4. Vías se señalización de los receptores de la familia NKG2 en células NK. 

Después de la interacción con sus respectivos ligandos los motivos ITIM del receptor NKG2A, se fosforilan 

y reclutan fosfatasas como SHP1 desencadenando la inhibición celular. Por otra parte, los receptores de 

activación NKG2D y NKG2C se asocian a moléculas adaptadoras (DAP10 y DAP12, respectivamente). 

Después de la interacción con sus respectivos ligandos, los motivos ITAM presentes en DAP10 y DAP12 

se fosforilan y se inducen vías de señalización que desencadenan la producción de citocinas y la 

citotoxicidad hacia las células blanco. 
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1.7. NKG2D y TCPH 
 
 

El TCPH es una inmunoterapia potencialmente curativa para el tratamiento de 

enfermedades hematológicas neoplásicas. El TCPH implica la infusión de células 

troncales y progenitoras hematopoyéticas para restablecer la función de la médula ósea 

y/o sistema inmunitario dañados o defectuosos en pacientes con leucemia de alto riesgo. 

Después del trasplante, la reconstitución del sistema inmunitario, así como el desarrollo 

y maduración de linfocitos citotóxicos, es un paso crucial para lograr la remisión. Dada 

su capacidad para erradicar selectivamente las células malignas, los linfocitos citotóxicos 

son mediadores esenciales en la EICL. Entre las poblaciones con capacidad citotóxica 

se encuentran las células NK y los linfocitos T CD8+. Las células NK son la primera 

población de linfocitos que se restablece en sangre periférica posterior al trasplante. De 

hecho, estas células pueden proveer protección antimicrobiana y EICL antes de la 

reconstitución de las células T. Los niveles altos de quimerismo en células NK en tiempos 

cortos postrasplante se asocian con bajos índices de recaída (1). Sin embargo, estas 

células también median una reacción imunológica contra el tejido sano del receptor, que 

da como resultado el desarrollo de EICH. La EICH es una de las causas más frecuentes 

de muerte después de un TCPH (67). Por lo tanto, identificar los mecanismos 

involucrados en la EICH son esenciales para mejorar la sobrevida posterior al trasplante. 

La EICH se origina durante el reconocimiento del tejido sano del paciente 

inmunocomprometido por los linfocitos citotóxicos alorreactivos (17). Dentro de los 

linfocitos citotóxicos involucrados en el desarrollo de EICH se incluyen a las células NK 

y las células T CD8+. Como se describió anteriormente, ambos tipos celulares expresan 

el receptor de activación NKG2D. Este receptor se une a los ligandos MICA, MICB y 

ULBPs, que se expresan en células bajo procesos de estrés celular, así como 

transformación oncogénica o infección viral (68). 

Estudios previos han evidenciado que la interacción de NKG2D y sus ligandos tiene una 

participación esencial en la respuesta inmune durante la EICH. Primero, los ligandos del 

receptor NKG2D se expresan ampliamente en fibroblastos y células epiteliales (69), lo 

que correlaciona con el daño tisular observado en la EICH (27). En segundo lugar, el 
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régimen de acondicionamiento pretrasplante (radiación ionizante y/o quimioterapia) 

puede ser una señal de estrés, que induce la regulación positiva de los ligandos del 

receptor NKG2D (70,71). De hecho, los ligandos NKG2D se expresan ampliamente en 

biopsias de tejido de pacientes con EICH aguda (70,72). En tercer lugar, el receptor 

activador NKG2D se sobreexpresa después del trasplante (73,74). Finalmente, el 

bloqueo de la interacción del receptor NKG2D y sus ligandos inhibe el desarrollo de la 

EICH (75). Estos datos sugieren que la vía del receptor NKG2D y sus ligandos podrían 

estar involucrados en el daño tisular durante la EICH; por ello, los mecanismos 

involucrados en la expresión del receptor NKG2D podrían estar relacionados con el 

desarrollo de EICH. 

La expresión del receptor NKG2D se ha asociado a los siguientes polimorfismos de un 

solo nucleótido (SNPs): rs1049174 (en el gen KLRK1, que codifica para NKG2D), 

rs2255336 (en el gen KLRK1, que codifica para NKG2D), rs2617160 (en la región 

intergénica KLRC4-KLRK1, que codifica para NKG2F-NKG2D), rs2246809 (dentro de la 

región intergénica KLRC4-KLRK1, que codifica para NKG2F-NKG2D), rs2617170 y 

rs2617171 (en el gen KLRC4, que codifica para NKG2F), así como rs1983526 (dentro 

de la región promotora del gen KLRC1, que codifica para el receptor NKG2A) (76,77) 

(Figura 5). Estos SNPs se encuentran en el brazo corto del cromosoma 12 en la región 

p13 dentro de una región de aproximadamente 2.5 Mb conocida como el complejo NK. 

Dentro del complejo NK, se codifican los receptores de la familia NKG2 (45,46,78). Los 

SNPs mencionados anteriormente están en desequilibrio de ligamiento y generan dos 

bloques de haplotipos; el bloque de haplotipo 1 (hb-1) está construido por rs1049174, 

rs2617160, rs2617170, rs2617171 y rs1983526, mientras que el bloque de haplotipo 2 

(hb-2) es generado por rs2255336 y rs2246809. Cada uno de los bloques pueden 

subclasificarse en otros dos haplotipos, que se vinculan con el contenido de alelos y su 

asociación con la actividad citotóxica de células NK. Con respecto al bloque hb-1, el 

haplotipo CTCCC esta asociado a baja actividad citotóxica, mientras que el haplotipo 

GATGG se relaciona con alta actividad citotóxica. Por otra parte, en el bloque hb-2 se 

encuentra el haplotipo GG asociado a alta actividad citotóxica, mientras que el haplotipo 

AA se asocia a baja actividad citotóxica (77). Además de que los haplotipos mencionados 

anteriormente se asocian con la actividad citotóxica de los linfocitos, también se asocian 
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Figura 5. Polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) en la región génica que codifica 

para la expresión de la familia de receptores NKG2. 

 

con la expresión del receptor NKG2D en las células NK y T CD8+ (79). Con base a la 

evidencia que respalda que estos SNP son importantes para la expresión del receptor 

NKG2D y a la actividad citotóxica de NK, también estos SNPs podrían tener una 

participación esencial en el desarrollo de la EICH. 

En consecuencia, el objetivo del estudio fue analizar la participación de estos SNP y sus 

haplotipos en el desarrollo de EICH después del TCPH alogénico de donador 

relacionado. Debido a la correlación directa entre EICH y EICL, es probable que estos 

SNPs también esten asociados al EICL postrasplante. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los rs1049174 y rs2255336 se encuentran dentro del KLRK1 que codifica para el receptor 

NKG2D, rs2617160 y rs2246809 se encuentran dentro la región intergénica KLRC4-KLRK1 que 

codifican para los receptores NKG2F-NKG2D, el rs2617171 dentro del gen KLRC4 que codifica 

para NKG2F y rs1983526 dentro de la región promotora del gen KLRC1 que codifica para el 

receptor NKG2A. Estos SNPs presentan desequilibrio de ligamiento formando dos bloques de 

haplotipos hb-1 y hb2, cada uno de los cuales forma dos haplotipos dependiendo de la 

combinación de alelos asociados. 
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2. Justificación 

 

 

 

La enfermedad injerto contra hospedero es una de las principales complicaciones 

posterior al trasplante de células progenitoras hematopoyéticas. La EICH es una 

enfermedad originada por el reconocimiento y desarrollo de la respuesta inmune de 

células provenientes del donador contra antígenos presentes en el tejido del receptor. 

Dentro de las células que participan en la respuesta inmunológica caracteristica de la 

EICH se encuentran los linfocitos T CD8+ y las células NK, a través de la secreción de 

citocinas que favorecen el microambiente proinflamatorio durante el desarrollo de la 

enfermedad, así como la citotoxicidad directa hacia tejido del receptor. La citotoxicidad 

de las células NK y de las T CD8+ se asocia con la presencia de siete polimorfismos de 

un solo nucleótido rs1049174, rs2255336, rs2617160, rs2246809, rs2617170, rs2617171 

y rs1983526 que se encuentran dentro del complejo NK donde se codifican los 

receptores de la familia NKG2.  

Dado que estos polimorfismos se asocian a la función de células NK, así como T CD8+ 

y ambos tipos célulares presentan funciones esenciales en el desarrollo de EICH, el 

objetivo del estudio fue analizar la participación de estos SNP y sus respectivos 

haplotipos en el desarrollo de EICH posterior al TCPH alogénico de donador relacionado.  
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3. Hipótesis 

 

 

 

 

 

Los haplotipos de la familia de receptores NKG2 se asocian al desarrollo de enfermedad 

injerto contra hospedero posterior al trasplante alogénico de células progenitoras 

hematopoyéticas, así como la función citotóxica de las células NK y CD8+. 
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4. Objetivo 

 

 

 

 

 

Evaluar si los haplotipos de la familia de receptores NKG2 se asocian al desarrollo de la 

enfermedad injerto contra hospedero posterior al trasplante alogénico de células 

progenitoras hematopoyéticas, así como la función citotóxica de las células NK y CD8+. 
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4.1. Objetivos particulares 
 

 

4.1.1. Estimar las frecuencias alélicas, genotípicas y haplotipicas de los SNPs de la 

familia de receptores NKG2 en población mexicana (sujetos sanos). 
4.1.2. Estimar las frecuencias alélicas, genotípicas y haplotipicas de los SNPs de la 

familia de receptores NKG2 en pacientes con trasplante alogénico de células 

progenitoras hematopoyéticas. 
4.1.3. Estimar las frecuencias alélicas, genotípicas y haplotipicas de los SNPs de la 

familia de receptores NKG2 en donadores de trasplante alogénico de células 

progenitoras hematopoyéticas. 
4.1.4. Determinar si los alelos, genotipos y/o haplotipos de la familia de receptores NKG2 

se asocian con el desarrollo de la enfermedad injerto contra hospedero posterior 

al trasplante alogénico de células progenitoras hematopoyéticas. 
4.1.5. Analizar si los haplotipos de NKG2 se asocian con la función citotóxica de células 

NK en sujetos clínicamente sanos. 
4.1.6. Determinar la expresión génica relativa del receptor NKG2D en pacientes con 

trasplante alogénico de células progenitoras hematopoyéticas (pacientes con y sin 

enfermedad injerto contra hospedero). 
4.1.7. Analizar la función citotóxica en células NK de pacientes con trasplante alogénico 

de células progenitoras hematopoyéticas (con y sin enfermedad injerto contra 

hospedero) y sus respectivos donadores. 
4.1.8. Determinar si los haplotipos se asocian a la expresión del receptor NKG2D tanto 

en células NK como CD8+, y a la función citotóxica de células NK en pacientes 

posterior al TCPH. 
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5. Material y métodos 

 

5.1. Diseño del estudio 
 
Este estudio tiene como objetivo investigar si los SNPs y haplotipos de los receptores 

NKG2 estan asociados con el desarrollo de EICH, la recaída y la sobrevida de los 

pacientes posterior al TCPH alogénico. Por lo anterior, se analizó una cohorte de 

pacientes tratados con trasplante alogénico de células progenitoras hematopoyéticas. 

Los pacientes incluidos fueron de la Unidad de Trasplante de Células Progenitoras 

Hematopoyéticas del Hospital de Especialidades “Dr. Bernardo Sepúlveda” del Centro 

Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) en la Ciudad 

de México. Además de los pacientes, se incluyeron las muestras de sus respectivos 

donadores. Todos los participantes, pacientes y donadores, fueron informados de la 

naturaleza del estudio y asintieron firmando una carta de consentimiento informado para 

la donación voluntaria y anónima de muestras biológicas y la publicación de los datos 

resultantes de esta investigación. Este protocolo fue aprobado por el Comité de Ética del 

IMSS con número de registro R-2015-785-087 y se llevó a cabo de acuerdo a los 

principios establecidos en la declaración de Helsinki. 

 

5.2. Población de estudio 
 
Con el propósito de estimar las frecuencias de los SNPs y haplotipos en población 

mexicana se analizó una cohorte de 927 individuos clinicamente sanos y no 

relacionados. Los individuos fueron seleccionados a partir de una población general de 

donadores del banco central de sangre del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto 

Mexicano del Seguro Social (IMSS) de la Ciudad de México. Todos los sujetos fueron 

originarios de la Ciudad de México por al menos tres generaciones (mestizos 

mexicanos), mayores de 30 años de edad sin ningún síntoma de enfermedades 

autoinmunes, genéticas y/o cáncer, y sin medicaciones ni tratamiento de antibióticos. El 

tamaño de muestra se calculó con respecto a la frecuencia del alelo menor (MAF) 

reportada en la base de datos NCBI, frecuencia mayor al 10% con un razón de momios 

(RM) de 3.0, confianza de 95%, poder de 80% y α de 0.05. 
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Por otra parte, para determinar las frecuencias de los SNPs y haplotipos mencionados 

anteriormente en pacientes se evaluó una cohorte formada por 131 sujetos con sus 

respectivos donadores, quienes fueron tratados con TCPH alogénico de 2014 a 2019 

debido a enfermedades hematológicas de alto riesgo. Dentro de los desordenes 

hematológicos de los pacientes de esta cohorte se incluyen leucemias linfoide aguda y 

mieloide aguda (LLA y LMA, respectivamente) tanto en primera como en segunda 

remisión completa, síndrome mieloproliferativo, leucemia mieloide crónica en fase 

aguda, leucemia bifenotípica, linfoma non-Hodgkin y leucemia linfoide crónica. 

Pretrasplante, todos los pacientes recibieron uno de los siguientes esquemas de 

acondicionamiento acorde a su enfermedad: a) régimen mieloablativo que consistió de 

16 mg/kg de busulfan oral (cuatro dosis administradas en los días -7 a -4) y 120 mg/kg 

de ciclofosfamida intravenosa (iv.) (dos dosis administradas en los días -3 y -2) con o sin 

800 mg/m2 de etoposido iv., b) este régimen también mieloablativo consistió de 12 Grays 

de radiación corporal total fraccionada (dos dosis administradas diariamente en los días 

-6 a -4, para completar 6 dosis) y 120 mg/kg de ciclofosfamida iv. (dos dosis 

administradas en los días -3 y -2), y c) este régimen de intensidad reducida consistió de 

16 mg/kg de busulfan oral (cuatro dosis administradas en los días -7 a -4) y 30 mg/m2 

de fludarabina (cinco dosis administradas en los días -6 a -2) (80–82). En el día 0, todos 

los pacientes recibieron un injerto de sangre periferica movilizada con factor estimulante 

de colonias de granulocitos (G-CSF, por sus siglas en inglés granulocyte colony-

stimulation factor) proveniente de donadores relacionados (hermanos) HLA compatibles 

10/10 (compatibilidad analizada para los loci HLA-A, HLA-B, HLA-Cw, HLA-DR, and HLA-

DQ). Postrasplante, todos los pacientes recibieron terapia profiláctica para la EICH que 

consistió de una dosis inicial de 15 mg/m2 y dosis subsecuentes de 10 mg/m2 de 

metotrexate (para los pacientes con LLA se administraron tres dosis en los días +1, +3 y 

+6, mientras para pacientes con LMA y las otras malignidades hematológicas incluidas 

en este estudio se administraron cuatro dosis en los días +1, +3, +6 y +11). Además, los 

pacientes recibieron 3 mg/kg de ciclosporina A oral o iv. ajustando a niveles sanguíneos 

de 200 a 400 ng/ml. La administración de ciclosporina A fue reducida gradualmente de 

los días +100 a +180 hasta suspender su administración. Por otra parte, los pacientes 
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también recibieron tratamiento profiláctico para infecciones que incluyó 200 mg de 

fluconazol oral diariamente para la prevención de infecciones fúngicas, 500 mg/m2 de 

aciclovir oral diariamente para la prevención de infecciones virales, y 320/1600 mg de 

sulfametoxazol/trimetoprim (dos dosis administradas semanalmente), así como otros 

antibióticos en caso necesario para la prevención de infecciones bacterianas. 

Adicionalmente, todos los pacientes recibieron 100 U/kg de heparina i.v. (dos dosis 

administradas en los días -7 y +28) para la prevención de la enfermedad venooclusiva y 

0.5 g/kg de inmunoglobulina G (dos dosis administradas en los días -8 y +14) para la 

prevención de infecciones. 

La EICH aguda y crónica fueron diagnosticadas y categorizadas en grados de severidad 

de acuerdo a Consensus Grading Scale (83) y a los criterios contemporáneos del 

National Institute of Health Consensus (23). 

La recaída postrasplante fue diagnosticada por criterios hematólogicos para todas las 

enfermedades. En el 10% de los pacientes con recaída se administró esquemas 

paliativos a decisión del paciente, mientras que el 90% de los pacientes fueron tratados 

con esquemas para inducción a remisión buscando preparar al paciente para un segundo 

trasplante. En este contexto, los pacientes con recaída hematológica fueron 

considerados dentro del grupo de recaída a pesar de ser candidatos a un segundo 

trasplante. Por otra parte, en los pacientes con enfermedad mínima residual (EMR) 

positiva posterior al trasplante se programó la suspensión del tratamiento 

inmunosupresor buscando la aparición de EICH y con ello inducir la EMR negativa. 

La ILD se realizó en 26 de los pacientes incluidos en este estudio a 5 meses 

postrasplante (rango de 1 a 12 meses). En todos los pacientes en los que administró la 

ILD se realizó con objetivo de negativizar la EMR. La ILD se administró a dosis 

escalonadas por incrementos de 3.5 x106 células CD3+ a intervalos de tiempo de 8 

semanas si no había evidencia de quimerismo total en el paciente (>95% de las células 

del donador) o manifestaciones clínicas de EICH aguda. Debido a la administración de 

ILD, 17 pacientes desarrollaron EICH aguda (65.4%) y el desarrollo de esta enfermedad 

se presentó a dentro del primer mes posterior a la ILD (rango de 1 a 4 meses). 
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5.3. Recolección de muestras de sangre 

Las muestras de sangre periférica fueron obtenidas de pacientes y donadores a 

diferentes tiempos de estudio. En los donadores las muestras de sangre se obtuvieron 

antes del trasplante, justo antes de la administración de G-CSF. En los pacientes también 

las muestras fueron colectadas pretrasplante, antes de la administración del régimen de 

acondicionamiento. Posterior al trasplante la recolección fue en los días +30, +70, +140, 

así como al momento de ser diagnosticados con EICH aguda, crónica y/o recaída 

hematológica. 

5.4. Extracción del DNA 

La extracción del DNA se realizó por microtécnica de salting-out (84). Brevemente, cada 

muestra fue tratada con 500 µl de una solución de lisis de glóbulos rojos que contiene 

sucrosa 0.3 M, Tris-HCl 10 mM, MgCl2 5 mM y Triton 100X al 1% y fue agitada 

vigorosamente por 5 minutos. Posteriormente, la muestra fue centrifugada a 12000 rpm 

por 10 minutos y decantada el sobrenadante. La siguiente fase del proceso incluyó la 

lisis de leucocitos con 600 µl  de buffer pH 8 (NaCl 0.075 M y Na-EDTA 0.024 M), 150 µl 

de SDS al 20% y 800 µl NaClO4 5 M, la muestra fue agitada vigorosamente por 5 minutos 

y se agregaron 300 µl de una solución de NaCl 5 M para separar el DNA de las proteínas.  

Después del periodo de agitación, la muestra fue centrifugada a 12000 rpm por 10 

minutos y el sobrenadante fue recolectado en un tubo eppendorf de 1.5 ml. Al tubo con 

el sobrenadante se le adicionó 700 µl de isopropanol a -20 °C para precipitar el DNA. El 

pellet obtenido se lavó con una solución de etanol frio al 70%, para finalmente 

resuspenderlo en agua inyectable. Posteriormente, la concentración y pureza del DNA 

obtenido se analizó mediante espectrofotometría a 280 y 260 nm. Finalmente, la 

integridad del DNA se estudió mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. 
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5.5. Genotipificación 

La discriminación alélica de los rs1049174, rs2255336, rs2617160, rs2246809, 

rs2617170, rs2617171, y rs1983526 se realizó mediante PCR en tiempo real usando la 

plataforma Allelic Discrimination TaqMan Assays de Applied Biosystems (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA). La genotipificación se llevo a acabo siguiendo las 

instrucciones del fabricante con los siguientes ensayos disponibles: C_9345347-10 

(rs1049174), C_22274447-10 (rs2255336), C_1841959-10 (rs2617160), C_1842497-10 

(rs2246809), C_1842316-10 (rs2617170), C_26984346-10 (rs2617171) y C_11919464-

10 (rs1983526). Brevemente, las condiciones de amplificación fueron un ciclo inicial de 

Hot Start a 95°C por 10min, seguido por 30 ciclos que constan de desnaturalización a 

95°C durante 15 segundos, así como anillamiento y elongación por 1min a 60°C. La 

reacción concluyó con un ciclo final de amplificación a 60°C por 30 segundos. Los 

resultados de genotipificación fueron analizados mediante el software de StepOne v2.3 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Como controles de genotipificación se 

emplearon muestras previamente secuenciadas para cada genotipo. 

5.6. Secuenciación 

Para la secuenciación se emplearon muestras de genotipos homocigotos usando 

iniciadores específicos para cada SNP. La PCR se llevó a cabo a un volumen final de 25 

µl que contienen 125 ng de DNA genómico, 1.5 mM de MgCl2, 0.5 pmol de cada iniciador 

(IDT; San Jose, California, USA), 1mM de dNTPs, buffer para PCR 1X y 0.1 U de DNA 

polimerasa Platinum™ (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA). La secuencia de 

los iniciadores de la hebra líder y rezagada usados para la secuenciación de los 

fragmentos donde se encuentran cada uno de los SNPs son listados en la Tabla 1. La 

PCR se llevó a cabo en el termociclador Veriti Thermal Cycler de Applied Biosystems 

(Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA). Las condiciones de amplificación fueron 

las siguientes: un ciclo inicial de desnaturalización a 95°C por 5 min seguida por 33 ciclos 

de desnaturalización a 95°C por 30 s, alineación/elongación a 59°C por 30 s (a 61°C para 

el rs1983526) y extensión a 72°C por 30 s, y finalmente un ciclo de elongación a 72°C 

por 7 min. Los productos de PCR fueron purificados usando el kit comercial ExoSAP-
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IT™ PCR Product Cleanup (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA) siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. Una vez purificados, los productos de PCR fueron 

secuenciados usando el kit comercial BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA) de acuerdo con las recomendaciones del 

fabricante y analizadas con el secuenciador Applied Biosystems 3730×L DNA Analyzer 

(Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA). 

5.7. Extracción de RNA 

El RNA total se obtuvo a partir de células mononucleares de sangre periférica. 

Brevemente, a partir de 15 ml de sangre periférica de pacientes o de donadores se 

obtuvieron células mononucleares a través de centrifugación por gradiente de densidad 

usando LymphoprepTM (Axis-Shield, Rodeløkka, Oslo, Norway). Las células 

mononucleares fueron lavadas con solución salina estéril y centrifugadas a 1,200 RPM 

por 15 minutos. Adicionalmente, se dieron dos lavados más a 900 RPM por 10 minutos 

con el fin de eliminar todos los restos de LymphoprepTM y plaquetas que pudieran 

encontrarse en la muestra. Después de los tres lavados, se agregó 1ml de trizol (Thermo 

Fisher Scientific; Waltham, MA, USA) al botón de células mononucleres, se agitó en 

vórtex por 5min y se incubó a 4ºC por 5 min. Al finalizar la incubación, se adicionaron 

200 µl cloroformo (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA) a la muestra, se agitó 

en vórtex por 5min, se incubó a 4ºC por 5 min y se centrifugó a 12000 rpm a 4ºC durante 

15 min. La fase acuosa (700 µl) se transfirió a un tubo eppendorf y se adicionó 700 µl de 

isopropanol (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA) a 4ºC antes de dejar 

incubando por 24 h a -20ºC. Posterior a la incubación, la muestra fue descongelada y 

centrifugada a 12000 rpm a 4ºC durante 30 min para obtener RNA. Posterior a la 

extracción, la concentración y pureza del RNA fueron determinadas por 

espectrofotometría a 260 y 280 nm, mientras que la integridad se evaluó mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. 

5.8. Síntesis de cDNA 

El DNA complementario (cDNA) fue sintetizado mediante la técnica de RT-PCR (Reverse 

transcription polymerase chain reaction) a partir del RNA total siguiendo las 
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especificaciones del kit comercial SuperScriptTM II Reverse Transcriptase System, 

(Invitrogene, California, USA). Brevemente, se preparó una mezcla de reacción con 1 µg 

de RNA total, 1 µl de oligo(dT)20 (50 µM), 1 µl de dNTP mix (10mM) y 7µl de agua DEPC. 

La mezcla de reacción se incubó a 65ºC por 5 min y posteriormente a 4ºC por un minuto. 

La siguiente parte de la reacción incluyó la adición de 2 µl de buffer RT (10X), 4 µl de 

MgCl2 (25 mM), 2 µl de DTT (0.1 mM), 1µl de RNAasa OUT (40 U/µl) y 1µl SuperScript 

III RT (200 U/µl). Posteriormente, un ciclo de amplificación a 50°C por 50min, seguido 

por un ciclo a 85°C durante 5 min y un ciclo a 4ºC durante un minuto. La parte final de la 

reacción incluyó la adición de 1 µl de RNAasa H (2 U/µl) e incubar a 37ºC durante 20 

minutos. El cDNA obtenido fue almacenado a -20ºC hasta su uso. 

5.9. Expresión génica relativa del receptor NKG2D 

La expresión de NKG2D se realizó mediante PCR en tiempo real usando la plataforma 

de TaqMan Assays Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 

La expresión génica relativa se llevo a acabo siguiendo las instrucciones del fabricante 

con los siguientes ensayos disponibles C_9345358-10 (NKG2D) y C_22274459-10 

(GAPDH). Para determinar la expresión genica relativa de NKG2D se emplearon los 

iniciadores 5´-GGACAGTGGGCAGAAGATGT y 3´-TTCATGGATCTCACAGACCCT, así 

como la sonda FAM-ATGCAAGCCTTCTTTCTG, mientras que para GAPDH se 

emplearon los iniciadores 5´-GGCGCCTGGTCACCA y 3´-GGTGCCATGGAATTTGCC, 

así como la sonda FAM-CATGGTTTACATGTTCCAATATG. Las condiciones de reacción 

incluyeron 1 µl de 20X TaqMan Gene Expression Assay, 10 µl de 2X TaqMan Gene 

Expression Master Mix, 4 µl de cDNA a 50 ng y 5 µl de agua libre de RNAasas. Las 

condiciones de amplificación fueron un ciclo inicial de Hot Start a 95°C por 10min, 

seguido por 30 ciclos que constan de desnaturalización a 95°C durante 15 segundos, así 

como anillamiento y elongación por 1min a 60°C. La reacción concluyó con un ciclo final 

de amplificación a 60°C por 30 segundos. El ensayo de expresión genica se realizó 

usando como control endógeno GAPDH y los niveles de expresión de los donadores 

como calibradores. La expresión génica relativa de NKG2D se calculó con el método 
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comparativo del CT usando la fórmula 2-DDCT, donde DDCT= DCT de la muestra de interés 

-DCT del calibrador y DCT=CT del gen de interés- CT del gen endógeno. 

5.10. Aislamiento de células NK 

Las células NK se enriquecieron mediante selección inmunomagnética negativa a partir 

de células mononucleares de sangre periférica siguiendo las especificaciones del kit 

comercial NK Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania). 

Brevemente, cada 10 millones de células mononucleares fueron resuspendidas en 40 µl 

de buffer, se adicionaron 10 µl del cocktail de anticuerpos y la muestra fue incubada por 

5 minutos a 4ºC. Después del periodo de incubación, se adicionaron 30 µl de buffer 

adicionales, 20 µl del cocktail de microperlas y la muestra se incubó durante 10 minutos 

adicionales a 4ºC. Finalmente, la muestra fue pasada por una columna para la 

separación magnética. La pureza del enriquecimiento en las células NK se evaluó como 

el % de células CD56+ posterior al enriquecimiento. 

5.11. Determinación de la capacidad citotóxica de células NK  

Para identificar células blanco, en este ensayo 0.5 x 106 células de la línea de celular de 

leucemia mieloide crónica K562 (ATCC CCL-243) (ATCC, Gaithersburg, MA, USA) se 

teñieron con 50 µl de carboxifluoresceína succinimidil éster (CFSE) (Biolegend, San 

Diego, CA, USA) durante 15 minutos a 37°C. Una vez teñidas, las células blanco se co-

cultivaron con células NK enriquecidas 10:1 (10 células NK por cada célula K562) por 4 

h a 37°C. Al terminar el tiempo de incubación, las células del co-cultivo se lavaron con 1 

ml de PBS al 1% y posteriormente se incubaron por 15 min a temperatura ambiente con 

50 µl de Zombie Violet Fixable Viability Kit (Biolegend, San Diego, CA, USA) a una 

dilución 1/1000. Posteriormente, las células se lavaron con PBS 1X y se tiñieron con el 

anticuerpo CD56. Finalmente, las muestras del co-cultivo fueron analizadas por 

citometría de flujo para determinar la actividad citotóxica de las células NK. Por 

consiguiente, la actividad citotóxica se determinó por el porcentaje de células blanco 

muertas CFSE+Zombie+ a causa del efecto de las células NK. 
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5.12. Citometría de flujo 

Para analizar los niveles de expresión de los marcadores de interés se emplearon 

diferentes anticuerpos para su determinación por citometría de flujo. Brevemente, una 

suspensión de 1x106 células mononucleares de sangre periférica en PBS 1X se 

incubaron con 5 µl del anticuerpo monoclonal específico para cada molécula por 20 

minutos a 4 °C. Se emplearon los siguientes antícuerpos anti-human CD4 PerCP (clona 

OKT4), anti-human CD19 PerCP (clona HIB19), anti-human CD14 PerCP (clona 

HCD14), anti-human CD16 FITC (clona 3G8), anti-human CD56 PE (clona 5.1H11), anti-

human CD134 NKG2D APC (clona 1D11), CD3 anti-human Brilliant Violet510 (clona 

SK7), y CD8a anti-human APC-Cy7 (clona HIT8a) (Biolegend, San Diego, CA, USA). 

Posteriormente, las células se lavaron con 500 µl de PBS 1X para retirar el exceso de 

antícuerpo. Finalmente, las células se fijaron con paraformaldehído al 2% y se 

adquirieron en el citómetro de flujo MACSQuant® Analyzer 10 Flow Cytometer (Miltenyi 

Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania). 

 

5.13. Análisis estadístico 

Las frecuencias de alelos, genotipos y haplotipos en pacientes con EICH se compararon 

con las de los pacientes sin EICH. Las frecuencias de alelos y genotipos se estimaron 

con el paquete estadístico SPSS software versión 22.0 (IBM, Chicago, IL, EE. UU.), 

mientras que las frecuencias de haplotipos se estimaron con el software Haploview 

versión 4.0 (85). Se empleó la prueba de chi-cuadrada para probar las diferencias entre 

los grupos con el software SPSS o Haploview. Los resultados con valores de p<0.05 se 

consideraron significativos y se utilizaron razones de probabilidad (OR) con intervalos de 

confianza (IC) del 95 % para evaluar la importancia de todas las asociaciones. Las 

frecuencias genotípicas no se desviaron del equilibrio de Hardy-Weinberg en ningún caso 

(p>0.05). Las asociaciones de genotipos con desarrollo de EICH se analizaron mediante 

regresión logística bajo los siguientes modelos de inherencia: codominante 1 (alelo 

mayor homocigotos versus heterocigotos), codominante 2 (alelo mayor homocigotos 

versus alelo menor homocigotos), dominante (alelo mayor homocigotos versus 
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heterocigotos + alelo menor alelo homocigoto), recesivo (alelo mayor homocigoto + 

heterocigoto versus alelo menor homocigoto), sobredominante (heterocigoto versus alelo 

mayor homocigoto + alelo menor homocigoto) y aditivo (alelo mayor homocigoto versus 

heterocigoto versus alelo menor homocigoto). El análisis de desequilibrio de ligamiento 

(LD, por sus siglas en inglés linkage disequilibrium) se realizó mediante el software 

Haploview, mientras que la generación de haplotipos se consideró cuando r2≥0.80. Las 

variables continuas y categóricas se estudiaron mediante las pruebas de U de Mann-

Whitney o Chi-cuadrada. Finalmente, se calcularon medianas y rangos intercuartílicos 

(IQR, por sus siglas en inglés Interquartile range) para describir las edades de todos los 

individuos incluidos en el presente estudio. 
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6. Resultados 

6.1. Frecuencias alélicas, genotípicas y haplotípicas de los SNPs en la familia de 

genes que codifican para los receptores NKG2 en población mexicana. 

Con el objetivo de determinar la frecuencia alélica, genotípica y haplotípica de los SNPs 

de la familia de receptores NKG2 en población mexicana, se realizó la genotipificación 

de los rs1049174, rs2255336, rs2617160, rs2246809, rs2617170, rs2617171 y 

rs1983526 en 928 individuos mexicanos clínicamente sanos. Como se mancionó en la 

sección de material y metodos el tamaño de muestra se calculó con respecto a la 

frecuencia del alelo menor (MAF) reportada en la base de datos NCBI, frecuencia mayor 

al 10% con un razón de momios (RM) de 3.0, confianza de 95%, poder de 80% y α de 

0.05. La cohorte de individuos se conformó de 53.8% de mujeres (499/928) y 46.2% de 

hombres (429/928) con una mediana de edad de 36 años (IQR 29-45 años). Para verificar 

los resultados de la genotipificación, el 10% de las muestras fueron secuenciadas 

empleando los iniciadores cuyas secuencias se detallan en la Tabla 1, obteniendo una 

concordancia del 100% entre los alelos detectados por secuenciación y los alelos 

detectados por genotipificación mediante PCR en tiempo real. 

El análisis de las frecuencias alélicas en nuestra población de estudio mostró que los 

alelos más frecuentes fueron: C del rs1049174, G del rs2255336, T del rs2617160, G del 

rs2246809, C del rs2617170, G del rs2617171 y G del rs1983526 con frecuencias de 

0.628, 0.929, 0.634, 0.930, 0.627, 0.623 y 0.505, respectivamente (Tabla 2). El resultado 

de las frecuencias genotípicas indicó que los genotipos más comunes fueron: CG del 

rs1049174, GG del rs2255336, AT del rs2617160, GG del rs2246809, CT del rs2617170, 

CG del rs2617171 y CG del rs1983526 con frecuencias de 0.476, 0.863, 0.485, 0.865, 

0.494, 0.494 y 0.510, respectivamente (Tabla 2). 

La distribución de las frecuencias alélicas de nuestra población se comparó con otras 

poblaciones por compartir componentes de ancestría con algunas de ellas. Las 

poblaciones fueron Los Angeles California con ancestría mexicana, Europa, África y el 

Sur de Asia, de acuerdo a lo reportado en la base de datos del NCBI (86), mientras que 

la frecuencia de estos poliformismos fue obtenida de Hayashi, et al (77). Los alelos C del 
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rs1049174, T del rs2617160, C del rs2617170 y G del rs2617171 fueron menos 

frecuentes en nuestra población que en población de Los Ángeles California con 

ancestría mexicana (p<0.05), mientras que la frecuencia de los alelos G del rs2255336, 

G del rs2246809 y G del rs1983526 fue similar entre ambas poblaciones (Tabla 3). Por 

otra parte, los alelos C del rs1049174, G del rs2255336, T del rs2617160, G del 

rs2246809, C del rs2617170 y G del rs2617171 fueron más frecuentes en nuestra 

población que en población de África (p<0.05), mientras que sólo el alelo G del 

rs1983526 resultó ser más frecuente en la población mencionada anteriormente (p<0.05) 

(Tabla 3). Además, los alelos C del rs1049174, T del rs2617160, G del rs2617171 y G 

del rs1983526 fueron menos frecuentes en nuestra población que en la europea 

(p<0.05), en cambio los alelos G de los rs2255336 y rs2246809 fueron más frecuentes 

en nuestra población que en la europea (p<0.05) y la frecuencia del alelo C del rs2617170 

fue similar entre ambas poblaciones (Tabla 3). Por otra parte, los alelos C del rs1049174, 

T del rs2617160, G del rs2246809, C del rs2617170 y G del rs2617171 fueron menos 

frecuentes en nuestra población que en la población Sur de Asia (p<0.05), el alelo G del 

rs1983526 fue más común en la población de Asia (p<0.05) y la frecuencia del alelo G 

del rs2255336 fue similar entre ambas poblaciones (Tabla 3). Finalmente, la frecuencia 

de los alelos C del rs1049174, G del rs2255336, T del rs2617160, G del rs2246809, C 

del rs2617170 y G del rs2617171 fue mayor en nuestra población que en población 

japonesa (p<0.05), mientras que el alelo G del rs1983526 fue más frecuente en la 

población japonesa (p<0.05) (Tabla 3). Además, se realizó una comparación de la 

distribución de las frecuencias genotípicas de los SNPs estudiados entre la población 

mexicana y las poblaciones mencionadas anteriormente, encontrando diferencias 

significativas que pueden observarse a detalle en la Tabla 3.  

Considerando que los SNP en estudio muestran desequilibrio de ligamiento (77), se 

determinó las frecuencias de los haplotipos. En población mexicana se observaron dos 

bloques de haplotipos. El primero formado por los rs1049174, rs2617160, rs2617170 y 

rs2617171 (r2£0.89), mientras que el segundo haplotipo se formó por los rs2255336 y 

rs2246809 (r2=0.78) (hb-2). En contraste, el rs1983526 no presentó desequilibrio de 

ligamiento con ninguno de los SNPs (Figura 5). El bloque de SNPs rs1049174, 
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rs2617160, rs2617170 y rs2617171 fue denominado variante del haplotipo del bloque 1 

(hb-1v) por no presentar desequilibrio de ligamiento con rs1983526. Al subclasificarse 

los haplotipos hb-1v y hb-2 con base en sus alelos se generaron dos haplotipos por cada 

uno. El haplotipo hb-1v presentó los alelos CTCG, mientras que el otro fue GATC. Por 

otra parte, el bloque generado por los rs2255336 y rs2246809 (hb-2) formó el haplotipo 

con los alelos GG, mientras que el segundo con los alelos AA (Figura 5). 

Además, se determinó la frecuencia con la que estos haplotipos se presentan en 

población mexicana. En lo que corresponde al primer bloque, haplotipo CTCG presentó 

una frecuencia de 0.610, mientras que el haplotipo GATC fue una frecuencia de 0.356 

(Tabla 4). En el segundo bloque, el haplotipo GG su frecuencia fue 0.991, mientras que 

el haplotipo AA tuvo una frecuencia de 0.006 (datos no mostrados). 
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Tabla 1. Iniciadores para los ensayos de secuenciación 

SNP Posición en 
el Chr 12 

Gen Localización 
genética 

Secuencia del primer (5´→3´) Tamaño del 
producto (bp) 

rs1049174 10372766 KLRK1 Exón 8 F: CACAAGCCCAGAGTGGATGG 236 

    R: TTGGGTGGAGGACCCATTA 

rs2255336 10379727 KLRK1 Exón 4 F: TCTAGGGATGACTGGGGAACT 358 

    R: TGTTGCAATCTACTTCTCTGTTGT 

rs2617160 10392998 KLRC4-
KLRK1 

Intergénica  F: AGGAAGCTGTGCCAGAGAAAA 326 

    R: GCATCTATGGCCACACCACC 

rs2246809 10404445 KLRC4-
KLRK1 

Intergénica F: TGGAATGATACATGTTTTCTCTGC 405 

    R: ACAAACAGAAATCTGAGTAACCTCT 

rs2617170 10408358 KLRC4 Intrón 2 F: TTGGAAGCGCCTTGAAACATT 689 

rs2617171 10408680 KLRC4 Exón 3 R: AAAGGACATGCCCTCATATAATCT 

rs1983526 10455414 KLRC1 -729 bp F: ACAGACCTTGAAGTGGACCC 125 

    R: CATGATCCTTTTACTAGGGCTTCT 

SNP: polimorfismos de un solo nucleótido; Chr: cromosoma; F: secuencia del iniciador para hebra líder; R: secuencia del iniciador para 
hebra rezagada; bp: pares de bases.
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Tabla 2. Frecuencias de alelos y genotipos de los SNPs en la familia de genes que 
codifican para los receptores NKG2 en población Mexicana 

 

SNP 

 

Alelo 

Frecuencias 

alélicas (n) 
2n=1856 

 

Genotipo 

Frecuencias 

genotípicas (n) 
n=928 

rs1049174 C 0.628 (1166) CC 0.390 (362) 
 G 0.372 (690) CG 0.476 (442) 

   GG 0.134 (124) 
rs2255336 G 0.929 (1724) GG 0.863 (801) 

 A 0.071 (132) AG 0.131(122) 
   AA 0.005 (5) 

rs2617160 T 0.634 (1176) TT 0.391 (363) 
 A 0.366 (680) AT 0.485 (450) 
   AA 0.124 (115) 

rs2246809 G 0.930 (1727) GG 0.865 (803) 
 A 0.070 (129) AG 0.130 (121)  

   AA 0.004 (4) 
rs2617170 C 0.627 (1164) CC 0.380 (353) 

 T 0.373 (692) CT 0.494 (458) 
   TT 0.126 (117) 

rs2617171 G 0.623 (1156) GG 0.376 (349) 
 C 0.377 (700) CG 0.494 (458) 

   CC 0.130 (121) 
rs1983526 G 0.505 (937) GG 0.250 (232) 

 C 0.495 (919) CG 0.510 (473) 
   CC 0.240 (223) 

n: individuos; SNP: polimorfismo de un solo nucleótido; Chr: cromosoma. 
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Tabla 3. Comparación de las frecuencias alélicas y genotípicas en la familia de genes que codifican para los receptores 

NKG2 entre población mexicana, población de Los Angeles California con ancestría mexicana, africana, europea y 

asiática 

SNP Alelo ó 
genotipo 

Población 
Ciudad de 

México 
Ancestría 
Mexicanaa Africab  Europab  Ásia del surb  Japón 

n=928 n=64 n=661 n=503 n=489 n=408 
Frecuencia (n) 

rs1049174 C 0.628 (1166) 0.734 (94)* 0.246 (325)* 0.690 (694)* 0.553 (541)* 0.581 (474)* 

 CC 0.390   (362) 0.562 (36)* 0.054   (36)* 0.501 (252)* 0.311 (152)* 0.348 (142) 

 CG 0.476   (442) 0.344 (22)* 0.383 (253)* 0.378 (190)* 0.485 (237) 0.466 (190) 
 GG 0.134   (124) 0.094  (6) 0.563 (372)* 0.121   (61) 0.204 (100)* 0.186   (76)* 

rs2255336 G 0.929 (1724) 0.883 (113) 0.553 (731)* 0.817 (822)* 0.910 (890) 0.772 (630)* 

 GG 0.863   (801) 0.781   (50) 0.315 (208)* 0.674 (339)* 0.830 (406) 0.603 (246)* 

 AG 0.131   (122) 0.203   (13) 0.477 (315)* 0.286 (144)* 0.160   (78) 0.338 (138)* 

 AA 0.005       (5) 0.016    (1) 0.209 (138)* 0.040   (20)* 0.010     (5) 0.059   (24)* 

rs2617160 T 0.634 (1176) 0.734   (94)* 0.523 (692)* 0.689 (693)* 0.548 (536)* 0.569 (464)* 

 TT 0.391   (363) 0.562   (36)* 0.272 (180)* 0.497 (250)* 0.303 (148)* 0.331 (135)* 

 AT 0.485   (450) 0.344   (22)* 0.502  (332) 0.384 (193)* 0.491 (240) 0.475 (194) 

 AA 0.124   (115) 0.094     (6) 0.225  (149)* 0.119    (60) 0.207  (101)* 0.194   (79)* 

rs2246809 G 0.930 (1727) 0.891 (114) 0.737  (974)* 0.819  (824)* 0.908  (888)* 0.771 (629)* 

 GG 0.865   (803) 0.797   (51) 0.551  (364)* 0.676  (340)* 0.826  (404)* 0.598 (244)* 

 AG 0.130   (121) 0.188   (12) 0.372  (246)* 0.286  (144)* 0.164    (80) 0.346 (141)* 

 AA 0.004       (4) 0.016    (1) 0.077    (51)* 0.038    (19)* 0.010      (5) 0.056   (23)* 

rs2617170 C 0.627 (1164) 0.727    (93)* 0.433    (572)* 0.663    (667) 0.544   (532)* 0.562  (459)* 

 CC 0.380   (353) 0.547    (35)* 0.174    (115)* 0.455   (229)* 0.303   (148)* 0.324  (132)* 
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 CT 0.494   (458) 0.359    (23)* 0.517     (342) 0.416   (209)* 0.483    (236) 0.478   (195) 
 TT 0.126   (117) 0.094       (6) 0.309    (204)* 0.129      (65) 0.215    (105)* 0.198    (81)* 

rs2617171 G 0.623 (1156) 0.719    (92)* 0.240    (317)* 0.663   (667)* 0.536    (524)* 0.436  (356)* 

 GG 0.376   (349) 0.531    (34)* 0.067      (44)* 0.455    (229)* 0.294    (144)* 0.196   (80)* 

 CG 0.494   (458) 0.375     (24) 0.346    (229)* 0.416    (209)* 0.483     (236) 0.480   (196) 

 CC 0.130   (121) 0.094      (6) 0.587    (388)* 0.129      (65) 0.223    (109)* 0.324  (132)* 

rs1983526 G 0.505   (937) 0.492    (63) 0.859   (1135)* 0.588    (592)* 0.597    (584)* 0.550  (449)* 

 GG 0.250   (232) 0.250    (16) 0.735     (486)* 0.376    (189)* 0.362    (177)* 0.306  (125)* 

 CG 0.510   (473) 0.484    (31) 0.247     (163)* 0.425    (214)* 0.470     (230) 0.488   (199) 
 CC 0.240   (223) 0.266    (17) 0.018       (12)* 0.199    (100) 0.168     (82)* 0.206     (84) 

SNP: polimorfismos de un solo nucleótido; n: individuos. 
 aPoblación nacida en los Angeles California USA con ancestría mexicana (86). bLas frecuencias en estas poblaciones fueron obtenidas de 
la base de datos de NCBI (86). cLa frecuencias esta población fueron obtenidas de Hayashi, et al (77). 

Las comparaciones fueron realizadas usando las frecuencias alélicas y/o genotípicas en la población de la Ciudad de México como grupo 
de referencia, *p≤0.05. 
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Figura 6. Identificación de la variante del haplotipo del bloque 1 (hb-1v). 

Con los datos de genotipificación se realizó el análisis de desequilibrio de ligamiento 

usando el sofware Haploview 4.0. La generación de haplotipos fue considerada cuando 

el valor de r2>0.80. En el plot de desequilibrio de ligamiento, los valores dentro de cada 

rombo corresponden a los valores de r2 y el color de cada rombo depende de este valor. 

Los rombos de color negro indican que los SNPs que se encuentran en intersección 

presentan r2>0.80, para los rombos en gris oscuro el valor r2 es de <0.80 a >0.60, en 

rombos de color gris los valores de r2 son de <0.60 a >0.40, los rombos en gris claro son 

para valores de r2 de <0.40 a >0.20 y en blanco los valores de r2 son <0.20. 

 

 

Tabla 4. Frecuencia del la variante del haplotipo del bloque 1 (hb-1v) 

Haplotipoa Frecuencia (n) 
n=928 

CTCG 0.610 (1132) 
GATC 0.356 (661) 

CTCG/CTCG 0.364 (338) 
CTCG/GATC 0.460 (427) 
GATC/GATC 0.114 (106) 

n: individuos.  
aEl orden de los SNPs en los haplotipos es de acuerdo con su posición en el cromosoma 12 (C/G 

para el rs1049174, A/T para el rs2617160, C/T para el rs2617170 y C/G para el rs2617171). 
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6.2. Frecuencias alélicas, genotípicas y haplotipicas de los SNPs en la familia de 

genes que codifican para los receptores NKG2 en pacientes con trasplante de 

células progenitoras hematopoyéticas y respectivos sus donadores relacionados 

Posterior al trasplante de células progenitoras hematopoyéticas las células NK tienen 

una función esencial en el restablecimiento del sistema inmune, así como evitar la 

recaída postrasplante. Esta función de las células NK ha sido asociada con la presencia 

de los rs1049174, rs2255336, rs2617160, rs2246809, rs2617170, rs2617171, y 

rs1983526 localizados en los genes que codifican para la familia de receptores NKG2 

(77). Por tanto, se realizó el estudio de una cohorte de 131 pacientes con TCPH 

alogénico de donador relacionado con el objetivo de determinar si estos polimorfismos 

estan asociados al desarrollo de EICH, recaída o sobrevida en pacientes postrasplante. 

Las características de la cohorte de pacientes se describen en la Tabla 5. Brevemente, 

el tiempo de seguimiento posterior al trasplante fue de 59 meses (IQR: 26-93 meses). 

Todos los pacientes incluidos en este se trasplantaron con donadores relacionados 

(hermanos), de los cuales el 95.4% fueron HLA compatibles con 10/10 (loci A, B, C, DR 

y DQ) y 57.3% fueron de donador hombre. La mediana de edad para los receptores fue 

de 34 años y de 33 años para los donadores (IQR: 24-43 años, en ambos casos). Los 

pacientes incluidos en nuestra corte de estudio tenían diagnósticos de enfermedades 

hematológicas de alto riesgo, los principales padecimientos para transplantes fueron 

leucemia linfoide aguda y leucemia mieloide aguda (42.7% y 34.3%, respectivamente). 

Antes del TCPH, la mayoria de los pacientes recibieron un régimen de acondicionamiento 

mieloablativo (89.3%), no presentaron incompatibilidad ABO con sus respectivos 

donadores (66.4%) y no requirieron la infusión de linfocitos de donador (ILD) (80.1%). 

Finalmente, el 75.6% de los pacientes incluidos en nuestra cohorte de estudio desarrollo 

EICH, el 30.5% de los sujetos presentó recaída postrasplante y la sobrevida a 33 meses 

postrasplante fue de 49.6%. 

Los pacientes tambien fueron categorizados por la presencia de EICH y aquellos que no 

presentaron la enfermedad (sin EICH), los cuales se consideraron como grupo sin EICH. 

Estas características se presentan en la Tabla 5. Variables como la compatibilidad HLA 
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entre receptor y donador, compatibilidad de género, edad receptor y donador, 

enfermedad hematológica de diagnóstico, régimen de acondicionamiento, 

incompatibilidad ABO e infusión de linfocitos de donador fueron similares entre el grupo 

de pacientes con EICH y el grupo sin EICH (Tabla 5). En contraste, variables como la 

recaída y la sobrevida posterior al trasplante fue claramente diferente entre ambos 

grupos. Por ello, la recaída fue menos frecuente en pacientes que desarrollaron EICH 

que en el grupo sin EICH (14.1% versus 81.3%, respectivamente) (p<0.0001). Por otra 

parte, la sobrevida fue mayor en los pacientes con EICH que en el grupo sin EICH (56.6% 

versus 28.1%, respectivamente) (p=0.007) (Tabla 5). 
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Tabla 5. Características clínicas de la población de estudio 

Características EICH 
n=99 

Sin EICH 
n=32 

pa 

 n (porcentaje) 

Relación con los pacientes y compatilidad HLAb   1.000 

     Hermanos (HLA compatibles 10/10) 94 (94.9) 31 (96.9)  
Compatibilidad de género (D/R)   0.526 

     Femenino/Femenino  18 (18.2) 9 (28.1)  
     Femenino/Masculino 24 (24.2) 5 (15.6)  

     Masculino/Femenino 22 (22.2) 8 (25.0)  
     Masculino/Masculino 35 (35.4) 10 (31.3)  

Edadc    
     Receptor (años) 33 (24–43) 35 (23–42) 0.991 
     Donador (años) 32 (24–43) 35 (24–43) 0.866 

Diagnóstico   0.131 
     Leucemia linfoide aguda 39 (39.4) 17 (53.1)  

     Leucemia mieloide aguda 35 (35.4) 10 (31.3)  
     Síndrome mieloproliferativo 8 (8.1) 3 (9.4)  

     Leucemia mieloide crónica 10 (10.1) 0 (0)  
     Leucemia bifenotípica  5 (5.1) 2 (6.3)  

     Linfoma non-Hodgkins 1 (1) 0 (0)  
     Leucemia linfoide crónica 1 (1) 0 (0)  

Régimen de acondicionamiento   0.745 
     Mieloablativo 89 (89.9) 28 (87.5)  

     Intensidad reducida 10 (10.1) 4 (12.5)  
Incompatibilidad AB0   0.452 
    Si 35 (35.4) 9 (28.1)  

    No 64 (64.6) 23 (71.9)  
ILD   0.177 

    Si 17 (17.2) 9 (28.1)  
    No 82 (82.8) 23 (71.2)  

EICH aguda    
     Grado I 5 (12.2)   

     Grado 2 16 (39.0)   
     Grado 3 11 (26.8)   
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     Grado 4 9 (22.0)   
EICH crónica    

     Limitada 11 (11.1)   
     Extensiva  60 (60.6)   

Recaída   < 0.0001 
     Si  14 (14.1) 26 (81.3)  
     No 85 (85.9) 6 (18.8)  

Sobrevida   0.007 
     Vivos 56 (56.6) 9 (28.1)  

     Muertos 43 (43.4) 23 (71.9)  

n: número de individuos; EICH: enfermedad injerto contra hospedero; sin EICH: pacientes que no 

desarrollaron EICH posterior al TCPH alogénico; HLA: antígenos leucocitarios humanos; D: donador; 
R: receptor, ILD: infusión de linfocitos de donador. 
a El análisis de variables continuas se realizó mediante U de Mann-Whitney, mientras que el análisis 
de variables categoricas se realizó mediante Chi-squared. 
b La tipificación de HLA se realizó incluyendo HLA-A, -B, -C, -DRB1, y -DQB1. 
c Mediana (rango intercuartílicos), *p≤0.05. 

 

Para determinar si la presencia de los rs1049174, rs2255336, rs2617160, rs2246809, 

rs2617170, rs2617171, y rs1983526 se asocian con el desarrollo de EICH, se 

compararon las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotípicas entre el grupo de 

pacientes que desarrollaron EICH y el grupo sin EICH. Con respecto a las frecuencias 

alélicas se puede observar en la Tabla 6 que los alelos G del rs1049174, A del 

rs2617160, T del rs2617170 y C del rs2617171 fueron más frecuentes en el grupo de 

pacientes con EICH que en el grupo sin EICH (0.44 versus 0.28, p=0.026; 0.42 versus 

0.28, p=0.043; 0.43 versus 0.27, p=0.021; y 0.43 versus 0.27, p=0.018; respectivamente). 

En contraste, el alelo C del rs1983526 fue menos frecuente en los pacientes con EICH 

que en el grupo sin EICH (0.43 versus 0.59, respectivamente) (p=0.023). Por otra parte, 

la frecuencia de los alelos G de los rs2255336 y rs2246809 fue similar entre ambos 

grupos de estudio (0.43 versus 0.27, p=0.021; y 0.43 versus 0.27, p=0.018; 

respectivamente). Con base en lo anterior, los rs1049174, rs2617160, rs2617170 y 

rs2617171 podrían ser de riesgo para el desarrollo de EICH en pacientes con TCPH 
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alogénico de donador relacionado, mientras que el rs1983526 podría ser de protección 

para el desarrollo de esta enfermedad. 

Tabla 6. Asociación estadística de los alelos de los SNPs en la familia de genes que 

codifican para los receptores NKG2 con el desarrollo de la EICH 

SNP: polimorfismos de un solo nucleótido; EICH: enfermedad injerto contra hospedero; n: número de 

individuos; OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confianza. 

Las comparaciones entre grupos se realizaron usando las frecuencias alélicas del grupo sin EICH 

como referencia (pacientes que no desarrollaron EICH posterior al TCPH alogénico), *p≤0.05. 

 

Con respecto a la distribución de las frecuencias genotípicas entre los pacientes con 

EICH y sin EICH (Control), estos datos se muestran en la Tabla 7. Los genotipos GG del 

rs1049174, TT del rs2617170 y CC del rs2617171 mostraron resultados significativos en 

el grupo con EICH que en el grupo sin EICH (0.21 versus 0.06, OR codominante 2= 5.09 

y OR aditivo= 1.95; 0.21 versus 0.03, OR codominante de letra 2= 9.60, OR recesivo= 

8.35 y OR aditivo= 2.01; 0.22 versus 0.03, OR codominante 2= 10.06, OR recesivo= 8.86 

y OR aditivo= 2.03; respectivamente). En contraste, el genotipo CC del rs1983526 fue 

menos frecuente el pacientes con EICH que en el grupo sin EICH (0.22 versus 0.34, OR 

codominante 2= 0.28, OR dominante= 0.32 y OR aditivo= 0.55. Por otra parte, la 

frecuencia de los genotipos GG de los rs2255336 y rs2246809 fue similar entre los 

pacientes con EICH y el grupo sin EICH (0.84 versus 0.81, en ambos rs). Con base en 

lo anterior, los genotipos de los rs1049174, rs2617170 y rs2617171 podrían ser de riesgo 

para el desarrollo de  esta enfermedad.

SNP Alelos 
EICH (n= 198)  
n (frecuencia) 

sin EICH (n= 64) 

n (frecuencia) 

OR 
(IC 95%) 

P 

rs1049174 G 87 (0.44) 18 (0.28) 2.00 (1.09–3.70) 0.026* 
rs2255336 G 182 (0.92) 58 (0.91) 1.18 (0.44–3.15) 0.746 

rs2617160 A 84 (0.42) 18 (0.28) 1.89 (1.02–3.48) 0.043* 
rs2246809 G 182 (0.92) 58 (0.91) 1.18 (0.44–3.15) 0.746 

rs2617170 T 85 (0.43) 17 (0.27) 2.08 (1.12–3.87) 0.021* 
rs2617171 C 86 (0.43) 17 (0.27) 2.12 (1.14–3.96) 0.018* 
rs1983526 C 85 (0.43) 38 (0.59) 0.52 (0.29–0.91) 0.023* 
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Tabla 7. Asociación estadística de genotipos de los SNPs en la familia de genes que codifican para los receptores NKG2 

con el desarrollo de la EICH 

SNP 
EICH (n= 99) 

Sin EICH (n= 32) 
Genotipo 

n (Frecuencia) 
Modelo OR (IC 95%) p 

rs1049174  CC CG GG    
 EICH 33 (0.33) 45 (0.46) 21 (0.21) Codominante 1 1.56 (0.67-3.63) 0.304 
 Sin EICH 16 (0.50) 14 (0.44) 2 (0.06) Codominante 2 5.09 (1.06-24.43) 0.042* 

     Dominante  2.00 (0.89-4.49) 0.093 
     Recesivo 4.04 (0.89-18.29) 0.070 

     Sobredominante 1.07 (0.48-2.39) 0.866 
     Aditivo 1.95 (1.06-3.59) 0.026* 

rs2255336  GG AG AA    
 EICH 83 (0.84) 16 (0.16) 0 (0)  0.84 (0.30-2.36) 0.730 

 sin EICH 26 (0.81) 6 (0.19) 0 (0)    
rs2617160  TT AT AA    

 EICH 36 (0.36) 42 (0.42) 21 (0.21) Codominante 1 1.33 (0.57-3.10) 0.504 
 sin EICH 16 (0.50) 14 (0.44) 2 (0.06) Codominante 2 4.67 (0.98-22.33) 0.054 

     Dominante  1.75 (0.78-3.91) 0.173 
     Recesivo 4.04 (0.89-18.29) 0.070 
     Sobredominante 0.95 (0.42-2.12) 0.895 

     Aditivo 1.79 (0.99-3.26) 0.047 
rs2246809  GG AG AA    

 EICH 83 (0.84) 16 (0.16) 0 (0)  0.84 (0.30-2.36) 0.734 
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SNP: polimorfismos de un solo nucleótido; n: número de individuos; OR: odds ratio, IC 95%: intervalo de confianza; EICH: enfermedad injerto 
contra hospedero. Las comparaciones se realizaron usando las frecuencias genotípicas del grupo sin EICH como referencia (pacientes que 

no desarrollaron EICH posterior al TCPH alogénico), *p≤0.05. 

 sin EICH 26 (0.81) 6 (0.19) 0 (0)    
        

rs2617170  CC CT TT    
 EICH 35 (0.35) 43 (0.43) 21 (0.21) Codominante 1 1.31 (0.57-3.02) 0.525 

 sin EICH 16 (0.50) 15 (0.47) 1 (0.03) Codominante 2 9.60 (1.19-77.73) 0.034* 
     Dominante  1.83 (0.82-4.10) 0.142 

     Recesivo 8.35 (1.08-64.75) 0.042* 
     Sobredominante 0.87 (0.39-1.94) 0.733 

     Aditivo 2.01 (1.08-3.74) 0.021* 
rs2617171  GG CG CC    

 EICH 35 (0.35) 42 (0.42) 22 (0.22) Codominante 1 1.28 (0.56-2.95) 0.562 
 sin EICH 16 (0.50) 15 (0.47) 1 (0.03) Codominante 2 10.06 (1.25-81.27) 0.030* 

     Dominante  1.83 (0.82-4.10) 0.142 
     Recesivo 8.86 (1.14-68.59) 0.037* 
     Sobredominante 0.84 (0.38-1.86) 0.659 

     Aditivo 2.03 (1.10-3.75) 0.018* 
rs1983526  GG CG CC    

 EICH 36 (0.36) 41 (0.41) 22 (0.22) Codominante 1 0.36 (0.12-1.07) 0.066 
 sin EICH 5 (0.16) 16 (0.50) 11 (0.34) Codominante 2 0.28 (0.09-0.91) 0.034* 

     Dominante  0.32 (0.12-0.92) 0.033* 
     Recesivo 0.55 (0.23-1.30) 0.172 

     Sobredominante 0.71 (0.32-1.57) 0.395 
     Aditivo 0.55 (0.32-0.95) 0.030* 
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El análisis de las frecuencias haplotípicas entre los pacientes con EICH y el grupo sin 

EICH también mostró diferencias significativas. En la Tabla 8 se observa que la 

combinación homocigota de los haplotipos GATC/GATC fueron más frecuentes en el 

grupo de pacientes con EICH que en el grupo sin EICH (0.20 versus 0.03, OR= 7.85, 

p<0.05). Por otra parte, el heterocigoto GATC/CTCG no presentó diferencia significativa 

entre los pacientes con EICH y sin EICH (0.41 versus 0.44; respectivamente). Aunque, 

el homocigoto CTCG/CTCG fue menos frecuente en el grupo de pacientes con EICH que 

en el grupo sin EICH (0.32 versus 0.50, respectivamente) esta diferencia no fue 

significativa (p=0.71). Con base en lo anterior, GATC/GATC podría ser de riesgo para el 

desarrollo de EICH en pacientes con TCPH alogénico de donador relacionado. 

 

Tabla 8. Asociación estadística de haplotipos con el desarrollo de la EICH 

Haplotiposa 
EICH (n=99) 

Frecuencia (n) 
sin EICH (n=32) 
Frecuencia (n) 

OR P 

GATC/GATC 0.20 (20) 0.03 (1) 7.85 (1.01-61.05) 0.025 

GATC/CTCG 0.41 (41) 0.44 (14) 0.91 (0.41-2.03) 0.816 

CTCG/CTCG 0.32 (32) 0.50 (16) 0.48 (0.21-1.08) 0.071 

 
SNP: polimorfismos de un solo nucleótido; EICH: enfermedad injerto contra hospedero; n: 

número de individuos; OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confianza.  

Las comparaciones entre grupos se realizaron usando las frecuencias alélicas del grupo sin EICH 
como referencia (pacientes que no desarrollaron EICH posterior al TCPH alogénico), *p≤0.05. 
 
aEl orden de los SNPs en los haplotipos es de acuerdo con su posición en el cromosoma 12 (C/G 

para el rs1049174, A/T para el rs2617160, C/T para el rs2617170 y C/G para el rs2617171). 
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6.3. Análisis de los haplotipos de los SNPs en la familia de genes que codifican para 

los receptores NKG2 y su asociación con la función citotóxica de células NK 

derivadas de donantes clínicamente sanos. 

Con el objetivo de determinar si los haplotipos NKG2 se asociaban a la funcionalidad de 

las células NK, nosotros llevamos a cabo pruebas de función citotóxica empleando como 

células blanco la línea celular K562. Brevemente, se enriquecieron las células NK 

mediante selección negativa a partir de células mononucleares de sangre periférica de 

donadores sanos, obteniendo una pureza >90% (caracterizadas como células CD56+) 

(Fig. 6A). Posteriormente fueron co-cultivadas con la línea celular K562 que previamente 

fue teñida con carboxifluoresceína sucinimidil éster (CSFE+) (Fig. 6B). El co-cultivo se 

llevó a cabo por 4 horas a 37ºC (Fig. 6C). Por último, se realizó la tinción de viabilidad 

con el colorante Zombie Violet. La citotoxicidad fue evaluada como el porcentaje de 

células CSFE+ Zombie Violet+ (porcentaje de células blanco-muertas posterior al co-

cultivo) (Fig. 6D). 

 
Figura 7. Estrategia de análisis para las pruebas de citotoxicidad. 

Las células NK de los donadores se enriquecieron mediante selección negativa y la pureza se 

evaluó como él % de células CD56+ (>90%) (A). Las células blanco K562 se tiñeron con CSFE+ 

(B) antes de realizar el co-cultivo con las células NK (C). Después del periodo de incubación se 

evaluó el % de células CSFE+ Zombie Violet+ para determinar la capacidad citotóxica de las 

células NK hacia las células blanco (D). 
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Inicialmente en las pruebas de citotoxicidad se emplearon sujetos clínicamente sanos, 

los cuales eran donadores de pacientes que requerían TCPH. Las células NK fueron co-

cultivadas con células K562 para determinar si la capacidad citotóxica era dependiente 

de su haplotipo hb-1v correspondiente. Aunque las células NK de individuos con la 

combinación homocigota GATC/GATC presentaron menor capacidad citotóxica que las 

células NK de individuos con la combinación heterocigota GATC/CTCG (60% versus 

68%, respectivamente), esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p>0.05) 

(Figura 7). En contraste, las células NK de individuos con la combinación heterocigota 

GATC/CTCG mostraron mayor capacidad citotóxica que las células NK de individuos con 

el haplotipo homocigoto CTCG/CTCG (68% versus 40%, respectivamente) (p=0.009). No 

obstante que las células NK de individuos con el haplotipo homocigoto GATC/GATC 

mostratron una tendencia de mayor capacidad citotóxica que los individuos con la 

combinación homocigota CTCG/CTCG (59% versus 42%, respectivamente), esta 

diferencia no fue estadísticamente significativa. Con base en lo anterior, el haplotipo 

CTCG podría estar relacionado a la baja capacidad citotóxica de células NK de sujetos 

clinicamente sanos (Fig. 7). 

 

 
Figura 8. Los haplotipos hb-1v se asocian a la función citotóxica de células NK en 

donantes clínicamente sanos. 

La citotóxicidad de células NK frente a células K562 se determinó en individuos clínicamente 

sanos que presentaban las siguientes combinaciones de los haplotipos hb-1v: GATC/GATC 
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Figura 9. Sobreexpresión del gen que codifica para el receptor NKG2D en pacientes 

con enfermedad injerto contra hospedero (EICH). 

 

(n=5), GATC/CTCG (n=5) y CTCG/CTCG (n=5). Los datos de citotoxicidad se presentan como 

la media ± DS, **p=0.009, y la significancia estadística se calculó mediante la prueba U Mann-

Whitney. 

 
6.4. Analisis de la expresión génica relativa del receptor NKG2D en pacientes con 

EICH. 

Dado que la capacidad citotóxica de las células NK esta asociada con la expresión de 

los receptores de activación celular como NKG2D (79), el aumento de la capacidad 

citotóxica en pacientes con EICH aguda podría deberse a un aumento de la expresión 

del receptor NKG2D. Para evaluar esta hipótesis, se determinó la expresion génica 

relativa del receptor NKG2D (KLRK1) en pacientes con y sin EICH aguda al día +70. Los 

pacientes con EICH aguda mostraron mayor expresión de NKG2D que los pacientes sin 

la enfermedad (p=0.009) (Fig. 8). Por tanto, durante el desarrollo de EICH agudo se 

observa una sobreexpresión del gen KLRK1 que codifica para el receptor NKG2D. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

La expresión génica relativa del NKG2D se determinó en pacientes sin EICH (n=4) y en pacientes 

con EICH agudo (n=5) a +70 ±6 días posterior al TCPH mediante PCR en tiempo real. La 

expresión génica relativa de NKG2D en cada paciente se calculó utilizando la expresión de 

NKG2D en el donador de trasplante como referencia y la expresión del gen constitutivo GAPDH 

como control. Los datos de expresión génica se presentan como la media ± DS, **p=0.0041 y la 

significancia estadística se calculó mediante la prueba U Mann-Whitney. 
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6.5. Analisis de la función citotóxica en células NK de pacientes posterior al TCPH. 

Para tener un panorama de la capacidad funcional citotóxica posterior al trasplante, se 

determinó la función citotóxica de células NK a diferentes tiempos después del TCPH (70 

días, 140 días, así como al momento de aparición de sintomatología de EICH agudo y/o 

crónico). En el día 70 postrasplante (+70) las células NK presentaron una capacidad 

citotóxica de 16% (5%-20%), mientras que para el día 140 (+140) esta capacidad 

citotóxica aumentó ligeramente al 23% (5%-59%) (p>0.05) sin que esto se asociara con 

la aparición de sintomatología de EICH, pérdida de injerto y/o recaída. En contraste, los 

pacientes con EICH aguda presentaron una capacidad citotóxica mayor que los 

pacientes sin EICH, al mismo periodo de tiempo postrasplante (68% vs 16%, 

respectivamente) (p<0.0001). Adicionalmente, la capacidad citotóxica de las células NK 

de pacientes con EICH agudo también fue mayor que los pacientes con EICH crónico 

(aparición de sintomatología clínica de EICH crónico al día +140±6) (65% vs 22%, 

respectivamente) (p<0.05). A pesar de que la capacidad citotoxica de las células NK 

durante las etapas postrasplante se comparó con la función citotóxica que presentaban 

sus respectivos donadores relacionados (Don), solo observamos que la capacidad 

citotóxica al día +70 fue menor que la de los donadores (16% vs 43%, respectivamente) 

(p<0.05). Aunque los pacientes con EICH agudo presentaron una capacidad citotoxica 

ligeramente mayor a la presentada en los donadores, esta diferencia no fue 

estadisticamente significativa (p>0.05). Por otra parte, los pacientes con EICH crónico 

presentaron una menor función citotóxica que el grupo de donadores sin que esta 

diferencia resultara ser estadisticamente significativa (Fig. 9). 
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Figura 10. Función citotóxica de células NK posterior al TCPH.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

La citotóxicidad de células NK frente a células K562 se determinó en individuos a diferentes 

periodos de tiempo posterior al TCPH; al día +70 (n=13), +140 (n=9), así como pacientes con 

EICHa (n=10), EICHc (n=9) y sus respectivos donadores (n=32). Los datos de citotoxicidad se 

presentan como la media ± DS, *p=0.05 y ****p=<0.0001, y la significancia estadística se calculó 

mediante la prueba U Mann-Whitney. 

 

6.6. Asociación de los haplotipos de los SNPs en la familia de genes que codifican 

para los receptores NKG2 con la expresión del receptor NKG2D en linfocitos T 

CD8+, así como en células NK CD56bright y CD56dim en pacientes con EICH 

posterior al TCPH. 

Con el objetivo de determinar si los niveles del receptor NKG2D en la superficie celular, 

se asocian con la presencia de los haplotipos hb-1v, se estudió la expresión del receptor 

NKG2D en linfocitos T CD8+, así como en células NK CD56bright (las cuales presentan un 

fenotipo secretor) y CD56dim (las cuales se han definido por ser células NK con capacidad 

citotóxica) de pacientes posterior al trasplante, clasificandolos con respecto al haplotipo 

hb-1v que presentaban. Es decir, pacientes heterocigotos GATC/CTCG, pacientes 

homocigotos al haplotipo GATC/GATC y pacientes homocigotos a CTCG/CTCG. Tanto 

en linfocitos T CD8+ como en células NK CD56bright y CD56dim la expresión del receptor 
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NKG2D disminuye gradualmente, siendo los pacientes homocigotos al haplotipo 

GATC/GATC los que expresan el receptor en mayor cantidad, seguidos por los pacientes 

heterocigotos (GATC/CTCG) y los pacientes homocigotos a CTCG/CTCG son los que 

tiene la menor expresión (Fig 10). Sin embargo, estas diferencias en la expresión del 

receptor NKG2D no fueron estadisticamente significativas en linfocitos T CD8+ y CD56dim 

(Fig. 10A y 10C respectivamente), aunque en las tres poblaciones celulares se observa 

el mismo comportamiento. En cuanto a células CD56bright, los pacientes con el haplotipo 

homocigoto CTCG/CTCG mostraron menor expresión del receptor NKG2D que los 

pacientes heterocigotos (GATC/CTCG) (p<0.05) (Fig. 10B). Por tanto, la expresión del 

receptor NKG2D se asocia a la presencia de los haplotipos hb-1v en pacientes posterior 

al TCPH, siendo las células NK CD56bright la población en la que parece más afectada la 

expresión de receptor. 
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A partir de células mononucleares se realiza la tinción para descartar las células linaje positivas 

(CD4 PerCP, anti-human CD19 PerCP, anti-human y CD14 PerCP), así como con anti-human 

CD56 PE, anti-human CD16 FITC, anti-human CD3 Brilliant Violet51, anti-human CD8 APC-Cy7. 

(A) Estrategia representativa para el análisis de células T CD8+ (linaje-CD3+CD8+), así como de 

células NK CD56bright (linaje-CD3-CD56brightCD16-) y CD56dim (linaje-CD3-CD56dimCD16+). La 

expresión de NKG2D se determinó en (B) células T CD8+, así como en células NK (C) CD56bright 

y (D) CD56dim de pacientes postrasplante al día +70 clasificándolos con respecto al haplotipo hb-

1v presente: GATC/GATC (n=8), GATC/CTCG (n=6) y CTCG/CTCG (n=6). Los datos de 

expresión se representan como MFI y se presentan como la media ± DS, *p<0.05, y la 

significancia estadística se calculó mediante la prueba U Mann-Whitney. 

 

6.7. Análisis de los haplotipos de los SNPs en la familia de genes que codifican para 

los receptores NKG2 y su asociación con la función citotóxica de las células NK 

en pacientes postrasplante. 

Para determinar si la diferencia en cuanto a la capacidad citotóxica posterior al trasplante 

esta asociada a los haplotipos hb1-v, se determinó la capacidad citotóxica de células NK 

en pacientes homocigotos al haplotipo GATC/GATC, así como en pacientes homocigotos 

a CTCG/CTCG en el día +70, que es el periodo de tiempo promedio en el que aparecen 

los primeros síntomas de EICH aguda (70 ±6). Como se puede observar en la Figura 11, 

los pacientes homocigotos al haplotipo GATC/GATC presentan células NK con mayor 

capacidad citotóxica que los pacientes homocigotos a CTCG/CTCG (63% ±8 versus 20% 

±5, p=0.0041). Con base en lo anterior, el haplotipo GATC/GATC se asoció con la mayor 

capacidad citotóxica de las células NK en pacientes posterior al TCPH. Además, es 

importante destacar que los pacientes incluidos en el grupo con el haplotipo GATC/GATC 

presentaron EICH aguda mientras que los pacientes el grupo con el haplotipo 

CTCG/CTCG no presentaron la enfermedad en este periodo de tiempo. 

 

 

 

 

Figura 11. Expresión del gene que codifica para el receptor NKG2D en presencia de los 

haplotipos hb-1v en células T CD8+, así como células NK CD56bright y CD56dim posterior 

al TCPH. 
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Figura 12. Asociación de la función citotóxica entre los haplotipos hb-1v posterior al 

TCPH. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La citotóxicidad de células NK frente a células K562 se determinó en pacientes al día +70 

postrasplante. En este análisis se incluyeron pacientes homocigotos para el haplotipo CTCG 

(CTCG/CTCG) (n=4) y pacientes homocigotos para el haplotipo GATC (GATC/GATC) (n=4). Los 

datos de citotoxicidad se presentan como la media ± DS, **p=0.0041, y la significancia estadística 

se calculó mediante la prueba U Mann-Whitney. 
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7. Discusion de resultados  

La función citotóxica de las células NK se ha asociado con la presencia de siete 

polimorfismos de un solo nucleotido, rs1049174, rs2255336, rs2617160, rs2246809, 

rs2617170, rs2617171 y rs1983526, los cuales se localizan dentro de la región génica 

que codifica para familia de receptores NKG2 (77). Aunque las frecuencias de los SNPs 

mencionados anteriormente se han estudiado en diferentes poblaciones, la frecuencia 

alélica, genotipica y haplotipica de estos SNPs era desconocida en población mexicana. 

Por tanto, este estudio permitió conocer la distribución de las frecuencias alélicas, 

genotipicas y haplotipicas de los SNPs de la familia de genes NKG2 en población 

mexicana, así como sus diferencias entre otras poblaciones. La cual es evidente al 

comparar con las poblaciones japonesa, africana, europea y asiática, siendo la población 

de Los Angeles California de ancestría mexicana la que presenta más similitud con 

nuestra población. Aunque existe similitud en cuanto a la distribución de los rs2233336, 

rs2246809 y rs1983526 entre la población de ascendencia mexicana que vive en Los 

Ángeles, California, EE. UU. y nuestra población, las frecuencias de los alelos C 

(rs1049174), T (rs2617160), C (rs2617170) y G (rs2617171) fue diferente entre ambas 

poblaciones. La diferencia podría deberse a que la población de Los Ángeles CA aunque 

tiene ancestría Mexicana proviene de diferentes lugares del país, mientras que la 

población que comprende el presente estudio fue residente del Valle de México (98% de 

la población correspondió a Ciudad de México y Estado de México). Como se ha descrito 

el componente de ancestría en la población mexicana varía según el área geográfica de 

orígen, en el norte y oeste de México predomina la ascendencia europea (66.7-95%), 

mientras que el centro y sureste es la ascendencia amerindia (37-50%) (87). El 

componente de ancestría de la población de la Ciudad de México incluye 69.2% de genes 

amerindios, 30,2% de genes europeos y 0,6% de genes africanos. Debido al componente 

de ancestría amerindia en la población de la Ciudad de México, este estudio pretendía 

comparar la distribución de las frecuencias encontradas en nuestra población de estudio 

con las reportadas para población Amerindia en la base de datos del Proyecto de 

Diversidad del Genoma Humano (88). Sin embargo, no existen datos de genotipificación 

disponibles para los SNP estudiados en la población Amerindia. Esta diversidad en la 
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distribución de frecuencias alélicas y genotipicas de SNPs dentro y entre poblaciones 

está dada por fuerzas aleatorias (deriva genética) y deterministas (selección natural) 

ejercidas en cada población (89–91). 

La genotipificación de todos los SNP del genoma humano puede ser un proceso 

innecesario debido al desequilibrio de ligamiento (LD) entre miles de SNPs (92). El LD 

se describe como no independencia entre alelos de múltiples locus, por lo que alelos 

implicados en esta dependencia constituyen un haplotipo (93). Aunque se ha referido 

que los SNP analizados en el presente estudio muestran LD y generan haplotipos (77), 

la conformación y distribución de estos haplotipos NKG2 no había sido estudiada en 

población mexicana. Por lo tanto, se realizó un análisis de LD de los rs1049174, 

rs2255336, rs2617160, rs2246809, rs2617170, rs2617171 y rs1983526 para determinar 

si presentaban LD, así como las frecuencias de tales haplotipos en nuestra población. 

Los rs1049174, rs2617160, rs2617170 y rs2617171 presentaron LD (r2≥0.80) por lo que 

conformaron un bloque de haplotipos. Este bloque de haplotipos se denominó como hb-

1v debido a que este es una variante del haplotipo hb-1 reportado en población japonesa 

(77), ya que no presenta LD con el rs1983526. Por tanto, el hb-1v está restringido a la 

región KLRC4-KLRK1 y comprende a los rs1049174, rs2617160, rs2617170 y 

rs2617171. 

Aunque los rs2255336 y rs2246809 mostraron frecuencias similares en nuestra 

población, estos SNPs presentaron LD débil (r2=0.78). Como el valor de r2 entre estos 

SNP no superó 0.80 para considerar que forman un haplotipo, se estimó el LD usando 

otro marcador como es D´, obteniendo un valor de 0.89. Se ha descrito previamente que 

la estimación LD usando r2 es poco efectiva para pares de SNPs cuyos alelos menores 

sean poco frecuentes, como es el caso de los rs2255336 y rs2246809 cuyos alelos 

menores presentan una frecuencia de 0.071 y 0.070, respectivamente. Por lo tanto, el 

valor de r2 entre estos SNP puede no indicar necesariamente la falta de LD para estos 

marcadores, sino más bien es probable que refleje el bajo poder para detectar LD entre 

ambos SNPs (92,94). También se ha reportado que las diferencias de LD entre 

poblaciones es el resultado de diferentes eventos históricos (95). De hecho, un solo 

evento de mutación puede dar lugar a un alelo mutado en una población específica, y 
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este alelo puede haberse extendido y cambiado en frecuencia con el tiempo, debido a 

algunos eventos evolutivos como la recombinación, deriva genética, mutación, 

migración, tasa de recombinación, y selección natural. Como resultado, estos eventos 

han dado lugar a patrones específicos de LD para cada población (96–98). 

Adiccionalmente, la comparación entre los bloques de haplotipos hb-1v y hb-1 reveló 

algunos hallazgos interesantes. Para hb-1v, se identificaron dos haplotipos 

predominantes según el contenido del alelo. El haplotipo más común fue CTCG, seguido 

del haplotipo GATC (correspondiente a alelos de los rs1049174, rs2617160, rs2617170 

y rs2617171, respectivamente para ambos haplotipos). Con base en lo anterior, tanto la 

combinación de alelos como los SNPs asociados en haplotipos son diferentes entre los 

bloques hb1v y hb-1. El alelo G del rs2617171 y no el alelo C (como había sido reportado 

en población japonesa) conforma el haplotipo CTCG, mientras que el alelo C y no el alelo 

G conforma el haplotipo GATC. Por consiguiente, el bloque hb-1v, descrito en población 

mexicana, incluye los haplotipos CTCG y GATC los cuales se conforman por los 

rs1049174, rs2617160, rs2617170 y rs2617171 respectivamente. Mientras que el bloque 

hb-1 incluye los haplotipos CTCCC y GATGG correspondiente a los rs1049174, 

rs2617160, rs2617170, rs2617171 y rs1983526 respectivamente (77). 

El LD entre los polimorfismos permite la selección de un SNP etiqueta para el haplotipo 

completo (93,99). Por esta razón, el rs1049174 se ha caracterizado como un SNP 

etiqueta para el haplotipo hb-1 (100,101) y nosotros lo corroboramos para el haplotipo 

hb-1v en población mexicana. El rs1049174 se encuentra en la región 3´-no traducida 

(3´-UTR) del gen KLRK1, que es un sitio de unión para el microRNA (miR-1245), el cual 

tiene una función esencial en la regulación negativa de la expresión del receptor NKG2D 

(100). NKG2D es un receptor de activación y/o de coestimulación expresado tanto en 

linfocitos T CD8+ como en células NK (102). La interacción entre NKG2D y sus ligandos 

(MICA, MICB y ULBPs) desencadena la lisis celular a través de la secreción de perforina, 

granzimas y la activación de caspasas (103). De hecho, el rs1049174 se ha asociado 

con la regulación de la expresión del receptor NKG2D (77,100,104). Debido a que el 

haplotipo hb-1v está restringido a la región KLRC4-KLRK1, podríamos sugerir que 

también el hb-1v está asociado con la función citotóxica de las células NK, 
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probablemente debido a la regulación negativa de la expresión de NKG2D. Por lo tanto, 

nuestros resultados confirman la utilidad del rs1049174 como SNP etiqueta, el cual 

podría usarse para futuros estudios de asociación genética con enfermedades. Al 

respecto, este SNP etiqueta, así como el resto de los SNPs que constituyen este 

haplotipo (rs2617160, rs2255336, rs2617160, rs2246809, rs2617170, rs2617171 y 

rs1983526) se ha asociado con algunas afecciones, como el aborto espontáneo 

recurrente, lupus eritematoso sistémico, hepatitis B crónica, algunos tipos de cáncer 

(cáncer de estómago, pulmón, colorrectal y cervical), así como con mejoría en la 

respuesta a algunos fármacos (77,100,101,105–113). 

En el desarrollo de la enfermedad injerto contra hospedero (EICH) participan células con 

actividad citotóxica del donador sobre tejido sano del receptor como NK y T CD8+ 

(24,114). A pesar de que la función citotóxica de los linfocitos T CD8+ y NK esta asociada 

a la presencia de los rs1049174, rs2255336, rs2617160, rs2244809, rs2617170, 

rs2617171 y rs1983526 localizados en la región génica que codifica para la familia de 

receptores NKG2 (77,104), se desconoce si estos SNPs están relacionados con el 

desarrollo de la EICH posterior al TCPH alogénico. Con base en lo anterior, este estudio 

analizó la asociación de los rs1049174, rs2255336, rs2617160, rs2244809, rs2617170, 

rs2617171 y rs1983526 con desarrollo de EICH. 

El presente estudio incluyó una cohorte de pacientes sometidos a TCPH que 

desarrollaron o no EICH, así como el análisis de diferentes variables que se han asociado 

a su desarrollo posterior al TCPH (30,115). El análisis de regresión logística multivariable 

mostró que la compatibilidad de HLA, compatibilidad de genéro entre donador y receptor, 

edad de donador y receptor, régimen de acondicionamiento, incompatibilidad ABO e 

infusión de linfocitos del donador (ILD) no se asociaron al desarrollo de EICH. Aunque 

nuestra cohorte fue de 131 pacientes, algunos grupos de nuestro estudio incluyeron 

menos de 10 pacientes y es conveniente que el estudio de estas variables debe de 

realizarse con al menos de 10 a 20 individuos por grupo, para garantizar un análisis más 

preciso (116). A pesar de que las variables mencionadas anteriormente podrían ser 

importantes para el desarrollo de la enfermedad, el tamaño de nuestra cohorte de 

pacientes hizo imposible evidenciar que estos factores esten asociados con EICH.  
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Además, el análisis no incluyó variables como la profilaxis de la EICH y la fuente del 

injerto porque todos nuestros pacientes se sometieron a un trasplante con las células 

troncales de sangre periférica movilizada y también fueron tratados con el mismo 

esquema de profilaxis para EICH. En el periodo postrasplante, la aparición de EICH se 

asoció con la recaída de la enfermedad y la supervivencia postrasplante como ya ha sido 

documentado en otros estudios (117). 

El análisis de asociación de los rs1049174, rs2255336, rs2617160, rs2244809, 

rs2617170, rs2617171 y rs1983526 con el desarrollo de la EICH permitió describir 

hallazgos importantes. En cuanto a alelos, los alelos G de rs1049174, A de rs2617160, 

T de rs2617170 y C de rs2617171 se asociaron como alelos de riesgo para el desarrollo 

de EICH, mientras que el alelo C del rs1983526 fue de protección para la enfermedad. 

El análisis de genotipos también mostró que los genotipos homocigotos para los alelos 

mencionados anteriormente de los rs1049174, rs2617160, rs2617170 y rs2617171 

fueron de riesgo, mientras que el homocigoto del alelo C del rs1983526 fue de protección 

para el desarrollo de EICH. Finalmente, el haplotipo GATC/GATC, conformado por los 

alelos rs1049174, rs2617160, rs2617170 y rs2617171, también se asoció con riesgo a 

padecer estra enfermedad postrasplante. Aunque en este estudio se describe la 

asociación del haplotipo GATC/GATC con el desarrollo de EICH, podría haber sido 

interesante determinar si dicha asociación correspondía a EICH aguda y/o crónica. Sin 

embargo, el tamaño de nuestra cohorte fue pequeño y nos impidió realizar dicho análisis 

de asociación. Por tanto, sería interesante el estudio de estos SNPs en cohortes con 

tamaños de muestra más grandes para poder discriminar entre la asociación con la 

enfermedad aguda o crónica postrasplante. 

En este estudio, encontramos que el haplotipo GATC (conformado por los rs1049174, 

rs2617160, rs2617170 y rs2617171) se asocia con el desarrollo de EICH. Dado que el 

rs1049174 se ha caracterizado como un SNP etiqueta para el haplotipo GATC, este SNP 

puede ser responsable de la asociación encontrada. Como se mencionó anteriormente, 

este SNP se encuentra en la región 3´UTR del gen KLRK1 que es un sitio blanco para la 

unión del microARN-1254 (miR-1245), el cual es un regulador negativo de la expresión 

del receptor NKG2D (118). Por tal motivo, la presencia del alelo G de rs1049174 dentro 



 

77 
 

de esta región podría afectar la afinidad por miR-1245, favoreciendo la expresión del 

receptor NKG2D. Por tanto, el haplotipo GATC podría estar involucrado en la 

sobreexpresión del receptor NKG2D después del TCPH, lo cual podría estar asociado a 

la actividad citotóxica alorreactiva para causar daño al tejido sano durante la EICH. 

Aunque estos haplotipos se han asociado a mejores resultados clínicos posterior al 

TCPH, estos SNPs no se han asociado con el desarrollo de EICH (119). 

Dado que la expresión del receptor NKG2D en los linfocitos es crítica para mediar la 

citotoxicidad contra las células leucémicas (120,121), es probable que estos haplotipos 

también puedan mejorar el efecto injerto contra leucemia postrasplante. En 

consecuencia, en este estudio incluímos el análisis de la asociación entre los haplotipos 

hb-1v y la recaída después de un TCPH. Los pacientes con el haplotipo GATC/GATC 

mostraron una tendencia de menor riesgo de recaída que los pacientes con el haplotipo 

CTCG/CTCG, aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Aunque el 

haplotipo GATC se ha asociado a mayor expresión de NKG2D, no se encontró que este 

estuviera asociado a mejor respuesta antitumoral (menor riesgo de recaída). Lo anterior 

podría deberse a que las células malignas exhiben diversos mecanismos para evitar el 

reconocimiento inmunológico mediado por NKG2D. Los mecanismos más ampliamente 

estudiados para evitar el reconocimiento inmunológico mediado por NKG2D incluyen el 

desprendimiento (122–124) y silenciamiento aberrante de los ligandos de NKG2D como 

consecuencia del microambiente tumoral (125,126). Ambos mecanismos mencionados 

reducen la densidad de expresión del ligando NKG2D en la superficie celular, impidiendo 

su eliminación por las células citotóxicas y permitiendo la propagación tumoral (127). En 

conjunto, estos datos sugieren que algunas células leucémicas pueden volverse menos 

susceptibles al reconocimiento de los linfocitos citotóxicos, lo que permitiría una recaída 

después del trasplante a pesar de la presencia del haplotipo hb-1v de los linfocitos 

citotóxicos alorreactivos. 

Debido a que el haplotipo GATC/GATC se asocia con el desarrollo de EICH y que esta 

enfermedad es una de las causas más importantes de morbilidad y mortalidad después 

del TCPH, este estudio también incluyó un análisis de asociación del haplotipo GATC/ 

GATC con la supervivencia postrasplante. Los pacientes con el haplotipo GATC/GATC 
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mostraron tasas de supervivencia más bajas que los pacientes con el haplotipo 

CTCG/CTCG, aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Debido a que 

el haplotipo GATC/GATC esta relacionado con el desarrollo de EICH y que los pacientes 

con EICH reciben profilaxis con inmunosupresores, nuestros resultados sugierien que 

las tasas de mortalidad más altas en pacientes con el haplotipo GATC/GATC podrían ser 

consecuencia de una mayor administración de inmunosupresores para la prevención de 

la enfermedad, lo que los hace más susceptibles a infecciones. De hecho, las infecciones 

fueron la causa de muerte más frecuente después del TCPH en pacientes con el 

haplotipo GATC/GATC (datos no mostrados). Estos datos sugieren que el haplotipo 

GATC/GATC puede ser clínicamente relevante para la supervivencia posterior al TCPH. 
De acuerdo con nuestros resultados, un estudio previo reportó que pacientes sometidos 

a TCPH no relacionado y que tenían el haplotipo GATGG/GATGG (conformado por los 

rs1049174, rs2617160, rs2617170, rs2617171 y rs1983526, respectivamente), el cual es 

una variante de GATC/GATC y que también contiene el rs1049174 (asociado con 

actividad citotóxica), mostraron una mayor mortalidad asociada al trasplante (119).  

Los haplotipos de los receptores NKG2 se han asociado a la capacidad funcional de 

células NK. Inicialmente, la capacidad citotóxica de células NK se analizó dependiendo 

del haplotipo presente GATC/GATC, GATC/CTCG, y CTCG/CTCG en sujetos 

clínicamente sanos. En nuestros resultados se observa que las células NK de los 

individuos homocigotos CTCG/CTCG presentaron menor capacidad que los sujetos 

heterocigotos GATC/CTCG. Lo anterior concuerda con lo previamente reportado para el 

haplotipo hb-1 (77). 

Posterior al TCPH, se ha reportado un aumento en la expresión de receptores de la 

familia NKG2 (73). Con el objetivo de analizar la expresión del receptor activador NKG2D 

se evalúo su expresión, así como la actividad citotóxica de células NK en pacientes 

posterior al TCPH, en específico en el momento de desarrollo de EICH. Nuestros 

resultados indican que durante el desarrollo de EICH hay sobreexpresión del receptor 

NKG2D. Además, la capacidad funcional de las células NK se observa aumentada en los 

pacientes con esta enfermedad. Los resultados anteriores correlacionan con lo reportado 

previamente, donde la expresión de este receptor se observa en periodos postrasplante; 
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además la expresión de este receptor se ve aumentada en tejido afectado por EICH (73). 

Por otra parte, se ha reportado que las células NK de pacientes postrasplante presentan 

una capacidad funcional citotóxica aumentada (73), sin que esto se haya asociado 

previamente a EICH.  

Finalmente, la sobreexpresión del receptor NKG2D y el aumento en la capacidad 

citotóxica funcional de NK se asocia con la presencia de los haplotipos hb-1v. La 

expresión del receptor NKG2D en linfocitos T CD8+, así como NK CD56bright y CD56dim 

de los pacientes posterior al TCPH presenta una tendencia a disminuir, observando más 

expresión del receptor en los pacientes homocigotos GATC, una expresión intermedia 

en los heterocigotos GATC/CTCG y la menor expresión en los pacientes homocigotos al 

haplotipo CTCG. Aunque la expresión muestra la misma tendencia en las tres 

poblaciones celulares, esta diferencia unicamente resultó estadisticamente significativa 

en células CD56bright. Clásicamente la población de células CD56bright se ha descrito como 

una población celular secretora de citocinas (128,129). Posterior al TCPH la población 

de CD56bright también presenta incrementada secreción de citocinas, además de tener 

aumentada la capacidad citotóxica (73). 

Se ha reportado que la presencia y la funcionalidad de células NK esta asociada al 

desarrollo de EICH. De hecho, una disminución en la actividad y cantidad se asocian a 

menor supervivencia, así como a mayor desarrollo de EICH postrasplante (120). Dado 

que las células NK son mediadores esenciales en el desarrollo de EICH, entonces la 

disminución en la expresión del receptor activador, así como en la capacidad citotóxica 

de las células NK posterior al TCPH alogenico relacionado podrían explicar la asociación 

del haplotipo CTCG con el desarrollo de EICH. 
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8. Conclusiones 

 

Durante el desarrollo de la EICH participan células aloreactivas cuya función biológica se 

ha asociado a la presencia de SNPs en la familia de receptores NKG2. 

1. El haplotipo GATC se asocia con el riesgo al desarrollo de EICH en pacientes 

posterior al TPCH alogénico de donador relacionado. 
2. El haplotipo CTCG se encuentra asociado con protección para el desarrollo de 

esta enfermedad.  
3. El receptor de activación NKG2D se sobrexpresa durante el desarrollo de EICH 

aguda, mientras que las células NK presentan aumento en la actividad citotóxica.  
4. El haplotipo CTCG se asocia con una disminución en los niveles del receptor 

NKG2D en la superficie celular de células NK CD56high, así como con una 

disminución en la capacidad citotóxica. 
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9. Perspectivas 

 

 

 

Aunque la presencia del haplotipo CTCG se asocia a una disminución en la expresión 

génica de KLRK1 que codifica para el receptor NKG2D, así como los niveles de este 

receptor en células NK CD56 bright sería interesante aumentar el tamaño de muestra para 

corroborar nuestros resultados. 

 

 

Dada la disminución en la expresión del receptor NKG2D asociada al haplotipo CTCG 

sería interesante evaluar si existe una menor activación de las vías de señalización río 

debajo de este receptor de activación. Lo anterior con el objetivo de determinar si la 

disminución de la expresión de NKG2D se asocia con menor activación celular, así como 

menor producción y secreción de citocinas pro-inflamatorias que han sido asociadas al 

desarrollo de EICH. 
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