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ABREVIATURAS

aa Aminoacido

ARN Acido ribonucleico (por sus siglas en inglés: Ribonucleic Acid)

BCR Receptor de la célula B (por sus siglas en inglés: B Cell Receptor)

cD Antigenos de diferenciacion leucocitaria (por sus siglas en inglés: Cluster of Differentiation)

CPH Células progenitoras hematopoyéticas

CTL Linfocito T citolitico

DAP Proteina adaptadora a dominios (por sus siglas en inglés: Domain Adapter Protein)

ADN Acido Desoxirribonucleico (por sus siglas en inglés: Deoxyribonucleic Acid)

EBV Virus de Epstein-Bar (por sus siglas en inglés: Epstein-Barr virus)

EICH Enfermedad de injerto contra hospedero

EICHa Enfermedad de injerto contra hospedero aguda

EICHc Enfermedad de injerto contra hospedero crénica

G-CSF Factor estimulador de colonias granulociticas (por sus siglas en inglés: Granulocyte colony-stimulating
factor)

GM-CSF Factor estimulador de colonias granulociticas y macréfagos (por sus siglas en inglés: Granulocyte

macrophage colony-stimulating factor)

GvHD Enfermedad de injerto contra hospedero (por sus siglas en inglés: Graft versus-Host Disease)

GvL Injerto contra leucemia (por sus siglas en inglés: Graft-versus-Leukemia)

HLA Antigeno leucocitario humano (por sus siglas en inglés: Human Leukocyte Antigen)

IFN Interferon

IL Interleucina

INEGI Instituto Nacional de Estadistica y Geografia

ITAM Motivos de activacién del inmunoreceptor basados en tirosina (por sus siglas en inglés:

Immunereceptor Tyrosine-based Activation Motif)

ITIM Motivos de inhibicion del inmunoreceptor basados en tirosina (por sus siglas en inglés:
Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif)

KIR Receptor tipo inmunoglobulina de la célula asesina (por sus siglas en inglés: Killer-cell

Immunoglobulin-like Receptor)

LL Leucemia linfoide

LLA Leucemia linfoide aguda

LLC Leucemia linfoide crénica

LM Leucemia mieloide

LMA Leucemia mieloide aguda

LMcC Leucemia mieloide crénica

LRC Complejo de receptores para leucocitos (por sus siglas en inglés: Leukocyte Receptor Complex)

mHags Antigenos menores de histocompatibilidad (por sus siglas en inglés: Human minor histocompatibility
antigens)
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SCU
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TNF
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Gene relacionado con la cadena MHC de clase | (por sus siglas en inglés: MHC class I chain-related
gene)

Médula dsea

Célula asesina natural (por sus siglas en inglés: Natural Killer cell)
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Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccién (por sus siglas en inglés: Restriction
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Transaminasa glutamico oxalacética

Transaminasa glutamico pirdvica

Trasplante de médula ésea

Factor de necrosis tumoral
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Razén de momios (por sus siglas en inglés: Odds Ratio)

Intervalo de Confianza

14


http://www.buzzdock.com/Pages/Search.aspx?q=transaminasa+glutamico+oxalacetica&guid=0a6703ae-8da2-4b87-a2ee-3f866c8a33bf
http://www.buzzdock.com/Pages/Search.aspx?q=transaminasa+glutamico+piruvica&guid=0a6703ae-8da2-4b87-a2ee-3f866c8a33bf

RESUMEN

La EICH ocurre frecuentemente en los pacientes sometidos a un TCPH, aun cuando el donador y
receptor son HLA idénticos debido a la participacion de otros genes involucrados en la respuesta
inmune. En este contexto, asociado a un TCPH HLA idéntico, diferencias en los genes KIR entre el
binomio donador-receptor pueden modular el desarrollo y la severidad de la EICH. Por tal motivo, el
objetivo de este estudio fue evaluar el papel del polimorfismo de los genes KIR en pacientes con TCPH
que desarrollaron EICH. Los genes KIR asi como las variantes alélicas de KIR2DS4 y KIR3DP1, fueron
tipificados en 37 binomios donador-receptor relacionados HLA idénticos sometidos a un TCPH;
mediante la técnica de PCR-SSP. La participacion del polimorfismo de los genes KIR fue analizada en
pacientes con leucemia o alguna enfermedad hemato-oncolégica que desarrollaron EICH aguda vy
cronica. La distribucion de las frecuencias génicas, genotipicas, haplotipicas y alélicas de KIR se
compararon estadisticamente mediante la prueba de )(2 siendo significativos los que presentan valores
p<0.05.

Los genes KIR2DL5A, 2DS1, 2DS5 y 3DS1 se asociaron con el riesgo a padecer leucemia; mientras
KIR2DL5B y 2DS3 podrian proteger a los donadores de dicho padecimiento, aun con la predisposicién
genética que tienen al estar directamente relacionados con los pacientes leucémicos. Finalmente, el
gen KIR2DS3 presentd asociacion con el riesgo a padecer EICH crénico después de un TCPH alogénico
HLA idéntico.

En cuanto a los haplotipos KIR, después de haber analizado la regién centromérica y telomérica, se
identific6 un nuevo haplotipo presentando la inserciéon del gen KIR2DS3 o KIR2DS5 en la regidn
telomérica.

Con respecto a las variantes alélicas de KIR2DS4 y KIR3DP1, se observd la asociacién de los genotipos
de KIR2DS4 y KIR3DP1 con factor de riesgo al desarrollo de EICH crénico. Los pacientes con un genotipo
x/D, hemicigoto para el gen KIR2DS4 portador de los alelos KIR2DS4*003-004/006-010/012-013 con la
delecién, presentaron una OR=3.9, 1C95%:1.8-8.4, p=0.0004; mientras que los pacientes con genotipo
F/D heterocigoto para los alelos de KIR3DP1 (KIR3DP1*001-002/004/007/009 - KIR*003/005-
006/008010) mostraron una OR=2.0, 1C95%:1.1-3.7, p=0.02 respectivamente.

El analisis molecular de genes y variantes alélicas de KIR, permitio establecer patrones genéticos que
determinan el quimerismo en los pacientes sometidos a un TCPH.

Estos resultados sugieren que el polimorfismo de los genes KIR constituye otro pardmetro importante
que debe ser tomado en cuenta para la selecciéon adecuada de los donadores de CPH y podrian ser
marcadores Utiles para predecir el curso del trasplante (comportamiento del injerto, rechazo o recaida)

y administracién de inmunoterapia adicional de forma oportuna.
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ABSTRACT

The development of GvHD after related allogeneic HSCT occurs even when donor-recipient pairs
are HLA-identical due to the involvement of other genes in these immune response. In this
context, KIR genes differences between donor and receptor HLA matched can modulate the
development and severity of GvHD. Therefore, the aim of this study was evaluate the role of KIR
genes polymorphism in HSCT patients who developed GvHD. KIR genes and allelic variants of
KIR2DS4 and KIR3DP1 were identified in 37 donor-recipient pairs HLA-identical related allogeneic
HSCT, by PCR-SSP. The involvement of KIR gene polymorphism was analyzed in leukemic patients
or with hemato-oncological disease who develop acute and chronic state GvHD. The genes,
genotypes, haplotypes and alleles KIR frequencies distribution were compared using the 2 test
with a value of p <0.05.

Genes KIR2DL5A, 2DS1, 2DS5 and 3DS1 were associated with leukemia risk, while KIR 2DL5B and
2DS3 could protect donors against that condition, although their genetic predisposition for being
directly related to leukemic patients. Finally KIR2DS3 gene was associated with risk to developing
chronic state GvHD after HLA-identical related allogeneic HSCT.

As KIR haplotypes, after having analyzed the centromeric and telomeric region, we identified a
new haplotype, which have an insertion of KIR2DS3 or KIR2DS5 gene in the telomeric region.
Regarding to alleles of KIR2DS4 and KIR3DP1 we were observed association of genotypes KIR2DS4
and KIR3DP1 with risk to developing chronic state GvHD. Our results showed that patients with
hemizygous genotype x/D for KIR2DS4 gene carrying KIR2DS4*003-004/006-010/012-013 deletion
alleles, showing an OR=3.9, 95% IC:1.8-8.4, p=0.0004 and patients with heterozygous genotype
F/D for KIR3DP1 alleles (KIR3DP1*001-002/004/007/009 - KIR*003/005-006/008010) showing an
OR=2.0, 95% Cl: 1.1-3.7, p=0.02 respectively, were associated with risk to developing chronic state
GVHD in HSCT recipients.

Molecular analysis of genes and allelic variants KIR, allowed to establish genetic patterns that
determine the chimerism in patients undergoing HSCT.

These results suggest that KIR genes polymorphism is another important parameter for selection
of HSCT donors and these could be useful markers for determining the course of transplantation

(behavior graft rejection or relapse) and administration of immunotherapy timely.
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I INTODUCCION

1. LEUCEMIA

1.1. Definicion

Las leucemias, son neoplasias malignas hematoldgicas, que se caracterizan por la
proliferacion y crecimiento descontrolado de células inmaduras, ya sean linfoides para
leucemia linfoide (LL) o mieloides para leucemia mieloide (LM). Un solo progenitor
leucémico autorrenovable con transformacidn maligna por mutacién somatica
espontdnea o por agentes externos (radioactivos, quimicos o virales), da origen a blastos
incapaces de diferenciarse con estimulos fisioldgicos normales, convirtiéndose en las
células predominantes en la médula ésea (MO) con su posterior infiltracion a sangre

causando una funcion anormal (askaris, 2006; Cannobio, 2006)-

1.2. Etiologia

Existen diversos factores que predisponen el desarrollo de leucemia en algunos individuos
como son: factores genéticos, ocupacionales, exposicidén previa a quimioterapia, radiacién,
antecedentes de desérdenes hematolégicos y el fumar es considerado un habito que

aumenta el riesgo, debido a los metabolitos inhalados del humo del tabaco (cannobio, 2006)-

1.3. Clasificacion

De acuerdo con la Sociedad Americana del Cancer, las leucemias pueden clasificarse en
agudas y croénicas, dependiendo del curso clinico de la enfermedad y de acuerdo con el
linaje hematopoyético afectado, en mieloides y linfoides. Por lo tanto, las cuatro formas
principales de Leucemia son: leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide crdnica,

leucemia linfoide aguda y leucemia linfoide cronica (Laskaris, 2006)-
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La leucemia aguda se presenta con evolucién rapida y proliferacién de células inmaduras
gue no desempeiian sus funciones normales; mientras la leucemia crénica es de evolucion
gradual lenta donde proliferan células en estadios maduros con capacidad de desempefar

algunas funciones normales (cannobio, 2006)-

La leucemia linfoide aguda (LLA) involucra la produccion y acumulaciéon de una gran
cantidad de linfocitos inmaduros denominados “linfoblastos” o “blastos”, ademas del
bloqueo de la produccion de células normales en la MO, lo cual lleva a una anemia y
trombocitopenia. Algunos casos de LLA se han vinculado con una mutacién que ocurre
durante el periodo prenatal, por lo que este tipo de leucemia se diagnostica
principalmente durante la nifiez, pero en algunas ocasiones su incidencia aumenta
especialmente entre los hombres mayores de 50 afios, vinculado a la exposiciéon a dosis

altas de radiacion (uiiiard, 2008)-

La leucemia mieloide aguda (LMA) involucra la acumulacién de granulocitos inmaduros,
eritrocitos y plaquetas. Estas células se producen rapidamente en médula y reemplazan a
las células sanguineas sanas de sangre periférica (SP). Los factores que promueven su
desarrollo son la exposicién a ciertos quimicos (como el benceno); asi como altas dosis de
radiacion y algunos trastornos genéticos poco comunes. Aunque la LMA puede aparecer a
cualquier edad, el riesgo aumenta 10 veces en adultos mayores de 65 afios

(aproximadamente 1/10,000 personas) (udith, 2007)-

La leucemia linfoide crénica (LLC) es resultado del crecimiento descontrolado de linfocitos
B, que se acumulan en la MO pero no impiden la produccién de células sanguineas
normales como en la LLA. Se desconoce la razén por la cual se desarrolla este tipo de
leucemia, pero generalmente es una enfermedad de adultos mayores (1/100,000

personas de 35 afios de edad, a mdas de 30/100,000 de los 85 afios en adelante) (guy, 2004)-
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La leucemia mieloide crénica (LMC) se produce por una multiplicaciéon descontrolada de
granulocitos mientras las otras células continian con sus funciones normales; lo cual
explica por qué es menos grave. Este tipo de leucemia estd asociada con la translocacion
t(9:22) en las células leucémicas conocida como cromosoma Filadelfia. La mayoria de los
casos de LMC ocurre en adultos (1/100,000 personas alrededor de los 40 afios, 2/100,000
a los 55 afos hasta 1/10,000 personas a los 80 afos de edad), pero los nifios también

pueden presentar la enfermedad (cortes, 2006)-

Se ha descrito un nuevo tipo de leucemia denominada leucemia agresiva de células NK,
caracterizada por una proliferacién sistémica de células NK de curso clinico agresivo. Se
conoce poco acerca de la etiologia de este tipo de leucemia, pero se sugiere un posible rol
patogénico del virus de Epstein-Barr (EBV); ya que la mayoria de los casos contienen este
virus en forma episomal. Esta forma de leucemia es mas frecuente en asidticos que
occidentales, siendo predominante en adolescentes y adultos jovenes, sin predileccién por
algun sexo. La mayoria de los casos tienen curso fulminante provocando la muerte en dias

0 semanas de la presentacion inicial y entre 1 a 2 afios tras su diagnostico (chan, 2003)-

1.4. Epidemiologia

El concepto de enfermedades hemato-oncoldgicas designa un grupo de neoplasias
generadas por alteraciones en el crecimiento, diferenciacion y muerte de las células
progenitoras hematopoyéticas (CPH) (oms, 1995). Aun cuando estas enfermedades no ocupan
los primeros lugares en morbilidad y mortalidad, tienen gran importancia debido a que las
leucemias presentan una elevada incidencia causando la muerte de la poblacién infantil y
adulta joven. Este padecimiento es mas frecuente en hombres (56%) que en mujeres y su
incidencia varia de acuerdo a la edad y tipo de leucemia; el tipo mas comun es la leucemia
aguda (75%) que afecta a nifios menores de 15 afos y a adultos mayores de 60; mientras
la leucemia crénica (80%) usualmente ocurre después de los 20 aios de edad y raramente

se presenta durante la nifiez. De esta manera, la LLA (77%) es la mas frecuente en nifios
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(1/70,000 casos en adultos) y los adultos mayores de 60 afios desarrollan con mayor
frecuencia (80%) LMA (1/10,000 casos en nifios), aunque la incidencia de la LLC (30%) vy la

LMC (15%) aumenta discretamente (1.3/100,000) en mayores de 20 afios (wwo, 2010).

De acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), durante el 2009 las
principales causas de morbilidad en la poblacion mexicana fueron los tumores malignos en
organos hematopoyéticos, principalmente leucemias (17.9%). Se indicd que en hombres la
leucemia fue la enfermedad con mayor recurrencia (22.8%); mientras en las mujeres
después del cancer de mama representd la segunda causa de morbilidad (14.1%). Por otro
lado, en la poblacién infantil entre los 5 y 9 afios se presentan las mayores tasas de

leucemia, seguido por los nifios de 0 a 4 afios (ineal, 2009)-

En cuanto a la mortalidad por enfermedades hemato-oncoldgicas en México para este
mismo ano, el 55% de las muertes correspondieron a leucemias, siendo la de tipo linfoide
la mas frecuente (46%), seguida de la leucemia mieloide (33%). Por grupos de edad, ésta
enfermedad presenta la mayor tasa de mortalidad observada en nifios y jévenes de 0 a 14

y 15 a 29 afios; 2.7 y 2.6 por cada mil habitantes de cada grupo respectivamente (gal, 2009).

En relacidn a la distribucién geografica de las leucemias, las entidades federativas con
mayores tasas de mortalidad corresponden a: Tabasco, Puebla, Distrito Federal, Baja

California Sur, Nayarit, Yucatan, Michoacan, Tlaxcala y Jalisco (e, 2009)-

1.5. Tratamiento

El tratamiento de la leucemia es diferente para cada uno de los tipos, pero la terapéutica
tiene el papel mds importante y definitivo dentro del transcurso de esta enfermedad, ya
gue de este depende el desenlace de dicha patologia. Generalmente el tratamiento para
la LMA, LLA y LMC es realizado en dos etapas, la primera denominada etapa de induccién

para matar a las células leucémicas de la médula y la segunda conocida como etapa de
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consolidacion para matar a cualquier célula leucémica restante que pueda estar presente
en el cuerpo. El objetivo de la quimioterapia es la remision del paciente, logrando indices

de remision completa en cerca del 98% de los nifios y del 85% los adultos (scheinger, 2004)-

La quimioterapia que se proporciona en la fase de induccién se suministra de forma
intravenosa y oral en combinacién; también se puede administrar directamente en el
liguido cefalorraquideo mediante inyecciones en la espina dorsal (quimioterapia
intratecal). Durante esta etapa se requiere de hospitalizacién y aislamiento del paciente,
pues éste es vulnerable a infecciones ademas de necesitar transfusiones de sangre y
plaguetas. En cambio, el tratamiento en la fase de consolidacidn se hace generalmente en
el paciente ambulatorio e implica recibir inyecciones regulares del medicamento de
guimioterapia durante varios meses y terapias con radiacién de cuerpo entero en casos
avanzados para matar a las células cancerosas que se encuentran en sitios “santuario”

como sistema nervioso central o testiculo (piaconescu, 2004)-

Las drogas quimioterapéuticas se asocian generalmente a efectos secundarios como:
anemia por la eliminacién de glébulos rojos, alteraciones en la coagulaciéon por la
disminucion de plaquetas, alopecia por dafio a los foliculos pilosos, diarrea o vémito por la
transformacion de las células del aparato gastrointestinal y riesgo creciente de infecciones

por dafio a los globulos blancos (piaconescu, 2004)-

A diferencia de las anteriores, el tratamiento estandar de pacientes con LLC en etapa
temprana es una estrategia de vigilancia, realizando exdmenes clinicos cada tres meses; ya
qgue la quimioterapia solo se aconseja durante la enfermedad activa y sintomatica para
posteriormente realizar un TCPH que es actualmente el tratamiento curativo disponible

para este tipo de leucemia (scheinger, 2004)-

Si la leucemia reaparece o el paciente no responde favorablemente a la quimioterapia, se

recomienda un TCPH. Esta modalidad terapéutica puede restaurar la MO de los pacientes,
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luego de un tratamiento intensivo de quimioterapia combinado con radioterapia. Antes de
que el trasplante pueda ocurrir, el paciente recibe quimioterapia a altas dosis vy
radioterapia agresiva para destruir cualquier célula cancerosa en su cuerpo y entonces las
células puedan ser trasplantadas. Los trasplantes tienen mejores resultados si el donador
tiene compatibilidad inmuno-genética con la persona que estd recibiéndolo,

generalmente un hermano u otro individuo genéticamente relacionado (scheinger, 2004)-

2. TRASPLANTE DE CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS

2.1. Antecedentes

El trasplante de médula ésea (TMO) ha evolucionado a lo largo de un periodo de 50 afos,
donde las observaciones de laboratorio y estudios en animales han permitido definir los
elementos esenciales de la biologia del trasplante (thomas, 1999). Se considera que el TMO
tuvo sus inicios con Brown en 1891, cuando administraba a sus pacientes MO por via oral,
como tratamiento para desordenes hematoldgicoS (Herzing, 1987). POsteriormente en 1939,
Osgood y colaboradores la administraron a sus pacientes via intramedular y endovenosa
para el tratamiento de leucemias y aplasia medular, realizandose asi el primer intento de
recuperar la hematopoyesis mediante la administracién de transfusiones y pequenas
cantidades de MO proveniente de un hermano, sin ninglin tratamiento de

acondicionamiento previo (osgood, 1939)-

Cuando se identificé que la aplasia celular producida por irradiacién causaba la muerte de
poblacién japonesa expuesta a las radiaciones de bombas atémicas, se aceleraron las
investigaciones relacionadas con la cantidad de irradiacidon corporal necesaria para
provocar aplasia medular y se establecieron las bases para su aplicacion clinica racional en
el TMO. Para 1949 los estudios de Jacobson et al. mostraron que ratones sometidos a

irradiacion letal, podian recuperar su hematopoyesis normal si se protegia el bazo de

22



dichas radiaciones, demostrando el papel de este 6rgano en el sistema hematopoyético
(Jacobson, 1949); Mientras Lorenz y colaboradores en 1951, describieron que con la infusién de
células de bazo o MO de otro ratdn, se podian rescatar los ratones sometidos a irradiacién

letal (Lorenz, 1951)-

Estos experimentos inicialmente parecian demostrar que la proteccidn a las radiaciones
era un fendmeno debido a factores humorales. Sin embargo, Barnes y Loutit en 1954,
revisando sus propios experimentos y otros realizados con anterioridad, concluyeron que
la hipdtesis quimica debia ser reemplazada por la celular (garnes, 1954). Un fuerte apoyo para
esta hipotesis se produjo en 1955, cuando Main y Prehn informaron que ratones
irradiados protegidos por una infusion de médula alogénica manifestaron tolerancia a un
injerto de piel del donador (vain, 1955) Y Ford et al. en 1956, demostraron que los ratones
irradiados letalmente protegidos por una infusiéon de la MO posteriormente manifestaron

caracteristicas citogenéticas del donador (gord, 1956)-

Para el afio de 1957, E. Donnall Thomas realizd el primer intento de trasplante alogénico
de MO en humanos (thomas, 1957), POr lo que recibid el premio Nobel de Medicina en el afio
de 1990. Asi, durante los afios 60s se realizaron casi 200 trasplantes alogénicos de MO en
pacientes con enfermedad hematoldgica grave aunque sin éxito a largo plazo, ya que se
desconocia la importancia de la similitud en los antigenos de histocompatibilidad entre
donador y receptor, ademas de la necesidad de recibir un tratamiento inmunosupresor

intenso antes del trasplante.

Mas tarde en el afo de 1958, después de que Miescher y Fauconnet identificaran
anticuerpos inducidos por transfusiones o embarazos que reaccionaban con antigenos
presentes en los leucocitos humanos (wiescher, 1954, Dausset y Van Rood utilizaron estos
anticuerpos para describir los que actualmente se conocen como antigenos leucocitarios

humanos (HLA) (Dausset, Van Rood, 1958)-
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Durante esta época se obtuvieron resultados satisfactorios con el trasplante de gemelos
idénticos, que sirvieron como base para el desarrollo de este procedimiento; pues en 1959
utilizando dosis letales de irradiacion corporal total y MO de un gemelo idéntico, se
trasplantaron dos pacientes con LLA avanzada que recuperaron la hematopoyesis en

algunas semanas, pero murieron de enfermedad progresiva (thomas, 1975)-

Para 1965, Santos y Owens informaron que la ciclofosfamida era un potente
inmunosupresor en modelos Murinos (santos, 1965) Y COMO este medicamento era conocido
por su efecto antileucémico, se administraron 60mg/kg durante 2 dias antes de
proporcionar una irradiacién total corporal como un régimen inmunosupresor con el que

se obtuvieron los primeros receptores con sobrevida a largo plazo (thomas, 1977)-

A finales de la década de los 60s, ya con un gran avance en el tratamiento basado en
antibidticos y el conocimiento sobre agentes antineoplasicos efectivos, ocurrieron los
primeros trasplantes alogénicos exitosos donde dos pacientes (uno que presentaba

inmunodeficiencia congénita y otro con enfermedad de Wiskott Aldrich) sobrevivieron al

procedimiento (gach, 1968; Koning, 1969)-

Los primeros trasplantes autélogos en humanos se realizaron en 1958 por Kurnick et al. y
McGovern junto con sus colaboradores en 1959; donde tales implantes parecian proteger
contra la toxicidad medular, pero su beneficio clinico era incierto debido a su inefectividad
en la erradicacion de la enfermedad (kurnick, 1958; McGovern, 1959). ESte tipo de trasplante fue
utilizado exitosamente primero en pacientes con linfomas en los afos 70s, extendiéndose

su uso por todo el mundo en la década de los 80s (appelbaum, 197s)-

En 1962, se inicid el trasplante con SP cuando Goodman y Hodgson demostraron la
existencia de CPH en la sangre de ratones (coodman, 1962), que pudieron recolectarse de
forma exitosa cuando comenzd a desarrollarse la tecnologia de la centrifugacion. Esta

fuente de células se comenzd a utilizar en pacientes de los que no se podian obtener
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progenitores medulares debido a su enfermedad de base o a irradiacion previa, pero su
uso se amplié después de descubrir que los factores de crecimiento hematopoyéticos
causan una liberacién transitoria de estas células a la SP. De esta forma, en 1981 se

introdujo la sangre periférica movilizada (SPM) como fuente de CPH (ksrbling, 1981)-

La demostracion de la presencia de CPH en sangre de cordén umbilical (SCU) sugirioé el uso
de estas células para la realizacidn de trasplantes. Asi, el primer trasplante con esta fuente
lo realizaron Gluckman y colaboradores en el afio de 1989 (gluckman, 1997); Sin embargo, el
primer uso terapéutico fue reportado en 1970, con una joven de 16 afios quien recibid
ocho unidades de SCU de ocho donadores diferentes en un transcurso de 18 dias; de las
cuales solo una unidad injertd 38 dias después del trasplante y la paciente se mantuvo en
remision completa tras el mantenimiento de la quimioterapia durante nueve meses

postrasplante (gandini, 2003)-

Debido a la poca probabilidad de encontrar un donador familiar compatible, en los afios
70s se realizaron los primeros trasplantes no relacionados (speak, 1973); Ppero la
heterogeneidad de los haplotipos HLA hizo necesaria la recoleccién de grandes paneles de
donadores hasta la existencia hoy en dia del registro internacional de donadores no
emparentados, basado en la existencia de bancos de SCU y progenitores hematopoyéticos

de donadores voluntarios (WH0- 2009

Tras las primeras experiencias del TMO, este procedimiento comenzd su expansién en los
afos 70s para experimentar un desarrollo espectacular en las décadas 80 y 90.
Actualmente el TCPH se ha expandido a un amplio grupo de modalidades terapéuticas al
ampliar las fuentes de obtencién de las CPH; asi para el afio 2003 se realizaron cerca de
30,000 trasplantes en el mundo, de ellos el 70% fueron autdlogos y el 30% alogénicos,
donde la SPM fue la fuente de progenitores hematopoyéticos en el 90% de los trasplantes

autologos y en el 30% de los alogénicos (garon, 2005)-
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2.2. Generalidades del TCPH

El TCPH es un método utilizado para reemplazar la MO dafiada o destruida por CPH sanas,
estas células inmaduras colonizan la MO para promover la regeneracion de una
hematopoyesis normal (thomas, 1995). Dentro de este procedimiento la persona que recibe
los beneficios se conoce como receptor; mientras la persona de la cual procede el tejido

se denomina donador (Hansen, 1997)-

Antes del trasplante debe administrarse ya sea un tratamiento ablativo (mieloablativo) a
base de dosis altas de quimioterapia y/o radioterapia para destruir cualquier tipo de célula
en la MO del paciente, lo que permite a las recientes células progenitoras alojarse en el
hueco medular para originar nuevas células sanguineas o un tratamiento de intensidad
reducida (no mieloablativo) recibiendo dosis bajas de quimioterapia y radiaciéon antes del
trasplante, pues no es necesaria la destruccion total de la MO del receptor ya que la
propia médula del donador es la que a través de la enfermedad de injerto contra
hospedero (EICH) crea su propio espacio en la cavidad medular del receptor debidamente
inmunosuprimido, siendo este efecto el responsable de la erradicacion de la enfermedad

(Giralt, 1997)-

El TCPH es un procedimiento terapéutico de introduccién relativamente reciente en la
practica clinica y por tal motivo sigue en plena evolucién. Este tiene tres objetivos:
primero la sustitucion de la hematopoyesis del paciente por ser total o parcialmente
defectuosa; segundo permitir la recuperacion hematopoyética de un paciente que ha
recibido un tratamiento antineopldsico en dosis elevadas que origina mielosupresion
prolongada o definitiva y tercero producir una reaccién contra la enfermedad neoplasica a
través de la celularidad inmunocompetente del injerto proveniente de un paciente sano,

para lograr su eliminacion (garker, 2003)-
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Las bases para realizar el TCPH proceden de las siguientes observaciones clinicas: 1) la
mayoria de las neoplasias hematoldgicas presentan una sensibilidad relacionada con la
dosis de quimioterapia o radioterapia y 2) la toxicidad medular debida a la administracion
de dosis muy altas de quimioterapia o radioterapia, permite la infusién de células

hematopoyéticas pluripotenciales que en otras circunstancias no seria posible (ryssell, 1998)-

Su eficacia se basa en la erradicacion de las células tumorales mediante la administracion
de altas dosis de quimioterapia y/o radioterapia previa a la infusion de progenitores
hematopoyéticos sanos obtenidos de MO, SPM o SCU procedentes del mismo paciente o
de un donador (yjungman, 2009), que ejercen un efecto inmunomodulador sobre las células

neoplasicas residuales (perez-simon, 2002)-

Se ha demostrado que en el TCPH alogénico la ausencia de identidad inmunolégica entre

donador y receptor tiene tres consecuencias fundamentales como inmunoterapia:

1) Tras el trasplante, el receptor genera un ataque inmunoldgico contra el injerto,
lo que puede originar su rechazo (garon, 2005)-

2) Las células inmunocompetentes infundidas con las CPH o las que se originan a
partir de ellas, atacan a las células tumorales residuales dando lugar al Efecto Injerto
contra Tumor (Graft-versus-Leukaemia = GvlL); independientemente de los efectos de las
altas dosis de quimioterapia (remberger, 2002)-

3) Las células inmunocompetentes en el injerto reaccionan contra las células
normales de los tejidos del receptor lo que puede desencadenar la EICH (Graft-versus-

Host Disease = GvHD), la cual debe ser controlada con inmunosupresores (gerrara, 2009)-
Finalmente con el TCPH se van a producir dos fendmenos alorreactivos: el establecimiento

de quimerismo (al existir en el receptor del injerto células provenientes de dos individuos

distintos) y la tolerancia postrasplante (garon, 2006)-
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2.3. Tipos de TCPH

De acuerdo con la procedencia de las CPH existe:

a) Trasplante de médula ésea (TMO): Los progenitores hematopoyéticos se obtienen
por punciones repetidas de las crestas iliacas posteriores o anteriores.

b) Trasplante de cordén umbilical (TCU): Las células se recogen por puncion de la
vena umbilical una vez concluido el parto y antes del alumbramiento.

c) Trasplante de sangre periférica movilizada (TSPM): Las CPH se obtienen por
aferesis después de la movilizacién de estas células de la MO con estimuladores de

colonias de granulocitos (rocha, 2008)-

Dependiendo de la relacidn genética entre el donador y el receptor se pueden dividir en:

a) Trasplante autdlogo o autogénico (autotrasplante): Los progenitores son obtenidos
del propio paciente con anterioridad al tratamiento antineoplasico, es decir,
donador y receptor son la misma persona.

b) Trasplante singénico o isogénico (isotrasplante): Dado entre gemelos idénticos o
univitelinos, cuando donador y receptor son genéticamente idénticos.

c¢) Homotrasplante o alotrasplante: Cuando el donador y el receptor pertenecen a la
misma especie, pero son genéticamente diferentes. Este tipo de trasplante puede
subclasificarse de acuerdo con el origen del donador en:

1. Trasplante alogénico de donador relacionado; donde el donador es un
familiar HLA idéntico.

2. Trasplante alogénico de donador no relacionado; donde el donador no
pertenece a la familia del receptor pero presenta compatibilidad en
antigenos HLA.

d) Heterotrasplante o xenotrasplante: Dado entre individuos de diferentes especies

(Urbano-Ispizua, 2007)-
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2.4. Fuentes de obtencion de las CPH

Las células progenitoras pluripotentes tienen dos caracteristicas especiales: son capaces
de transformarse en células especializadas para cualquier érgano o tejido del cuerpo y
pueden producir mas células idénticas a ellas, es decir, nuevas células progenitoras con
exactamente las mismas propiedades. Asi, algunas células progenitoras comienzan a
madurar convirtiéndose en diferentes tipos celulares especializados con tareas y
funciones bien definidas; pero al mismo tiempo, otras contindan produciendo mas células

progenitoras de manera que las reservas no se agoten (cytier, 2001).

El sistema hematopoyético depende fundamentalmente de la existencia de estas células
progenitoras para mantener la produccién de células sanguineas maduras. Por lo tanto, la
hematopoyesis, es un proceso en el que las células progenitoras pluripotenciales
hematopoyéticas proliferan o se diferencian de forma ordenada y controlada para generar
nuevas células progenitoras o transformarse en células precursoras y maduras de diverso

linaje hematopoyético (Verfaillie, 2000).

Las CPH expresan una proteina de superficie caracteristica llamada antigeno CD34 que es

de gran utilidad para reconocerlas y aislarlas de sus diferentes fuentes de obtencion (cuter,

2001).

a) Médula Osea

La mayoria de las CPH residen en la MO, que ha sido tradicionalmente la fuente principal
de estas células para el trasplante alogénico o autdlogo. Para su obtencién al donador
adulto (o al paciente en el caso de un autotrasplante) se le practican punciones aspirativas
en las crestas iliacas bajo anestesia general o raquidea, con las que se obtiene sangre

medular con un contenido de 1.5-3.5x10% células/Kg del receptor; mientras en el donador
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pediatrico se debe obtener una muestra de 10 a 20 ml/Kg del receptor (ragundo, 2004)- ESta
cantidad representa el 1-5% del volumen total de la médula, sin producir una alteracion
de los recuentos de leucocitos o plaquetas en el donador y se estima que esta fuente de

progenitores proporciona unas 3x10° células/Kg del paciente (garker, 2002).

A medida que se extrae la MO ésta se deposita en un medio heparinizado y se pasa a
través de filtros (200 a 300nm) para que los grumos medulares se conviertan en
suspensiones celulares y se eliminen las esquirlas dseas. En el TMO alogénico esta sangre
medular se transfunde 24 horas después de finalizado el régimen de acondicionamiento;
mientras que en el TMO autdlogo, la sangre medular se criopreserva hasta el momento de
la transfusion (ragundo, 2004). Las células progenitoras infundidas son capaces de llegar o
regresar a la médula en un dia, donde las moléculas de adhesion son importantes en el

anidamiento celular (simmons, 1994)-

b) Sangre periférica

Las CPH circulan por la SP en cantidades extremadamente bajas (0.5-5 CD34"/ul); sin
embargo, estas células pueden movilizarse después de la administracion de factores
estimulantes de colonias (G-CSF,GM-CSF) o quimioterapia con agentes de baja toxicidad
(ciclofosfamida, etopdsido) sobre las CPH a largo plazo, con lo que se observa un aumento
dependiente del tiempo de éstas células en SP, las cuales se recolectan mediante
procedimientos de aféresis con el objetivo de obtener un recuento concreto de células
mononucleares o una dosis de CD34"/ Kg (Cutler, 2001)- El régimen de movilizacion mas
habitual incluye la administracion de G-CSF a 10 pg/Kg/dia, seguido de una aféresis al
cuarto y quinto dia (russel, 1998)- El nUmero preciso varia segun el centro y tipo de trasplante,
una media seria de 2-8x10° CD34"/Kg del receptor aunque algunos estudios sugieren que

dosis mayores (5x106 CD34"/Kg) injertan mas rapidamente (cutler, 2001)-
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Aunque se ha propuesto que las CPH de SP se encuentran en un estado mas diferenciado
que las de MO, han demostrado una ventaja significativa en términos de rapidez de
injerto, pues su capacidad de implante es mayor que el de los progenitores de MO dando
lugar a una reconstitucion hematopoyética mas rapida que la que se observa después de
un TMO; lo cual reduce la morbilidad y mortalidad del trasplante. Ademas en el trasplante
autdlogo, las CPH de SP presentan una ventaja mas respecto a las de la MO por presentar

menos contaminacion de células tumorales (waters, 1998).

c) Corddn umbilical

Actualmente, la SCU es la segunda fuente de CPH en nifos y la tercera para trasplante en
adultos que se ha utilizado en pacientes relacionados y no relacionados con

compatibilidad total o parcial (moscards, 2004)-

La falta de donadores HLA idénticos y el hecho de que la incidencia de la EICH aumente
con la disparidad en los antigenos leucocitarios humanos entre donador y receptor limitan
la aplicacion clinica del trasplante. Por esta razén, la SCU como fuente de CPH ha
representado un avance significativo dentro del trasplante alogénico en el que la
probabilidad de obtener un producto HLA idéntico de un hermano o pariente es de sélo el
30% y de un donador no relacionado es del 50-70%, esto calculado entre un “pool”
potencial de 7 millones de donadores voluntarios en el mundo (grown, 2008)- Ademas en los
Estados Unidos el tiempo promedio requerido para encontrar un donador no relacionado

HLA compatible a partir de MO es de 49 dias; mientras para SCU es de 19 dias (garker, 2002)-

La SCU se extrae poco después del parto y se prepara una concentracion celular que se
logra agregando reactivos que ayudan a sedimentar los glédbulos rojos para poder separar
el plasma que se somete a centrifugacién diferencial para obtener los progenitores
hematopoyéticos, cuyo recuento se realiza mediante citometria de flujo tras marcar los

antigenos CD34 y CD45 presentes en las CPH (ragundo, 2004)-
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Generalmente, una unidad de SCU suele contener 1-8x10° células CD34%/ml, ésta dosis
limitada de CPH (10 veces menos células que en MO y 100 veces menos que en SPM) tiene
la capacidad de producir un buen implante en nifios y adultos con menos de 40 Kg; pues
en adultos con mayor peso el nimero de células es muy pequefio para promover un
implante duradero. Con el objetivo de aumentar el nimero de células, se utilizan
multiples cordones umbilicales para logar el injerto después de un acondicionamiento

intenso, el cual ocurre mas rapido que cuando se usa un cordén umbilical (voscards, 2004)-

Las células de corddn presentan una reactividad inmunoldégica reducida debido a que son
muy inmaduras pues no tienen casi marcas especificas del individuo nacido, por lo que
soportan tolerancias de uno o dos antigenos leucocitarios sin coincidencia, disminuyendo
la incidencia y severidad de la EICH aguda (rocha, 2001)- Comparadas con las CPH adultas, las
células progenitoras de SCU tienen menor capacidad proliferativa y de autorrenovacion;
ya que las células CD34" derivadas de SCU son capaces de generar gran cantidad de células
maduras en cultivo sin reducir el nimero de células CD34" en el mismo; mientras que las
células CD34" de MO disminuyen en el cultivo a medida que producen células maduras, lo
cual indica que las células primitivas que provienen de la MO pierden su capacidad de
autorrenovacion (im, 1999). Ademas, existe una alteracién significativa en el numero de
citocinas y linfocinas hematopoyéticas en la SCU (tales como G-CSF, GM-CSF e IL-3) en
comparacion con la SPM del adulto, lo que provoca una demora en la recuperacion

hematolégica e inmune después del trasplante (groxmeyer, 1992)-

Las dosis de células trasplantadas varia segun el receptor (adulto o pediatrico); siendo de
1.6-1.7x10’ células nucleadas/Kg en adultos y 0.24-0.37x10% células nucleadas/Kg en
pacientes pedidtricos (rocha, 2001)- La eleccion de la fuente de progenitores para un
trasplante es decisién del equipo clinico, con base en la urgencia del trasplante y en los
resultados previos para cada patologia con las diferentes fuentes de CPH. En el caso del

trasplante autdlogo, el 90% de los trasplantes se realizan a partir de CPH de SP; mientras
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en el trasplante alogénico, la fuente de progenitores depende de la disponibilidad de un
donador relacionado HLA idéntico, pues al no contar con él se origina la busqueda en
bancos de SCU (con dosis >2x10” células nucleadas/Kg y 1-2 disparidades HLA-A, B o DR) y
registros de donadores de MO (HLA-idéntico en A, B, C, DR y DQ con 10/10 o 9/10) para

realizar el trasplante (garker, 2003).

2.5. Criterio genético para un TCPH.

El criterio mas importante para la seleccién de un donador es la compatibilidad de los
antigenos HLA entre receptor y donador para garantizar la sobrevida del injerto (iseau,
2007). Desde 1996 se sabe la importancia de la tipificacion de alta resoluciéon para
determinar los alelos HLA, pero la importancia de la compatibilidad de HLA-DP para un

buen resultado del TCPH ha sido recientemente descrita (petersdorf, 2001)-

Sin embargo, aun cuando el paciente y el donador son idénticos para los alelos HLA-A, B,
C, DR, DQ y DP suele desarrollarse la EICH, por lo cual se han estudiado otros factores que
pueden contribuir a la incidencia de esta complicacién como las diferencias funcionales y
estructurales del repertorio de los receptores sobre las células NK entre donador y

receptor (valiante, 1997)-
3. ENFERMEDAD DE INJERTO CONTRA HOSPEDERO

3.1. Generalidades de la EICH
En la actualidad, el rechazo del injerto por parte del receptor es raro, pero la reaccion de
las células injertadas contra el receptor es mucho mas frecuente, presentandose en el 40-
50% de los pacientes con TMO alogénico; mientras su incidencia luego de un trasplante de

un érgano soélido es menos comun. Por lo tanto, la principal complicacién derivada del
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trasplante alogénico responsable de la elevada morbilidad y mortalidad que se observa
tras este procedimiento, es la EICH (gerrara, 2009). Para que se produzca esta enfermedad el
injerto debe contener células inmunocompetentes, el hospedero debe poseer
aloantigenos que no posee el injerto y finalmente el hospedero debe estar

inmunocomprometido (roubai, 2008)-

La EICH se da tras reconocer como extrafios los antigenos de histocompatibilidad sobre
tejidos del receptor por el sistema inmunitario procedente del donador; esto da como
resultado la agresidon de distintos érganos blanco del paciente por parte de células
efectoras estimuladas del injerto con la participacién de diversas citocinas, lo que produce
una actividad citolitica destructiva contra los tejidos del receptor cuando éste es
inmunoincompetente. Todo esto aunado a diversas infecciones y regimenes de
acondicionamiento que dan lugar a cambios pro-inflamatorios sustanciales en las células
endoteliales y epiteliales, originan que las células del donador se encuentren en un
ambiente extrafo y alterado; favoreciendo la activacion y proliferacion de células

inflamatorias (Schetelig, 2005)-

La sobrevida en un trasplante alogénico esta directamente relacionada con el grado de
compatibilidad HLA; asi después de un trasplante alogénico 6ptimo (donador hermano
con HLA idéntico y receptor con quimioprofilaxis) el riesgo de desarrollar un grado Il a IV
de EICH es del 40-50%, pero la incidencia aumenta a un 60% con disparidad de un

antigeno HLA y al 75-90% con disparidad de dos o tres antigenos respectivamente (gerrara,

2006)-

3.2. Factores de riesgo para el desarrollo de la EICH

Se han identificado varios factores de riesgo descritos en el Cuadro 1 asociados con el

desarrollo de Ia EICH (atinson, 1990)-
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Cuadro 1: Factores de riesgo para el desarrollo de EICH.

Donador no emparentado

Donador parcialmente compatible

Donador con alosensibilizacion previa (transfusiones, embarazos)

Dependientes del donador
Donador mujer para receptor varén

Donador con mayor edad

Donador CMV positivo

Paciente de mayor edad

Dependientes del receptor Paciente CMV positivo

Paciente esplenectomizado (EICHc)

Acondicionamiento intensivo

Dependientes del procedimiento Profilaxis de EICH menos intensiva

Ausencia de profilaxis antibacteriana

Empleo de progenitores de sangre hematopoyética

Dependientes del injerto (indculo) Mayor cantidad de linfocitos T (CD3")

Menor cantidad de células progenitoras (CD34")

Antecedentes de EICH aguda (EICHc)
Dependientes de las complicaciones

Infeccion

3.3. Tipos de EICH y manifestaciones clinicas

De acuerdo con la secuencia temporal de aparicidon hay dos formas de EICH: enfermedad
injerto contra hospedero aguda (EICHa) y crénica (EICHc). La EICHa es aquella que ocurre
en la fase precoz postrasplante alogénico, clasicamente antes del dia +90 (perez-simon, 2005)
tras el reconocimiento de antigenos mayores de histocompatibilidad especificos en las
células del receptor (oiseau, 2007) Y |2 EICHC es aquella que se desarrolla en una fase tardia a
partir del dia +90 (perez-simon, 200s) donde factores genéticos como: antigenos menores de
histocompatibilidad (Goumy, 1996), citocinas pro-inflamatorias (markey, 2008y Moléculas de
adhesion (gehar, 1996), €nzimas implicadas en el metabolismo de drogas (kim, 2006) © genes de
receptores tipo inmunoglobulina de las células NK (ruggeri, 2002) pueden favorecer la

aparicion de este tipo de EICH.
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3.3.1. EICH aguda

La EICHa suele iniciarse entre los dias +10 y +50, aunque puede tener inicio precoz o
tardio. Su incidencia oscila entre un 30-60% en los receptores de CPH provenientes de
hermanos HLA idénticos y en un 80% cuando los donadores son HLA idénticos no

emparentados (auletta, 2009)-

Los 6rganos blanco de la EICHa son fundamentalmente la piel, el higado y el aparato
digestivo, pero se pueden ver afectados uno o varios de ellos con mayor o menor
intensidad. Clinicamente esta enfermedad comienza con prurito o salpullido doloroso a la
presién con posteriores lesiones cutaneas de varios tipos, seguido de manifestaciones
extracutaneas que surgen como consecuencia del dafio a los epitelios del tubo digestivo y
los conductos biliares intrahepaticos (couriel, 2004). ESte padecimiento se caracteriza por
dermatitis, elevacién de pruebas hepdticas (bilirrubina, TGO, TGP y fosfatasa alcalina) con
patrén colestdsico y enteritis comprometiendo el intestino (en especial ileon distal y
colon, menos frecuentemente eséfago y estémago), refiriendo diarrea, nausea, vomito,
fiebre, dolor abdominal tipo célico y hemorragia digestiva baja; en un plazo menor a 100

dias después del trasplante (vessina, 2008)-

La EICHa se clasifica en cuatro estadios cuyo prondstico estd directamente relacionado
con la gravedad y la extensién del compromiso cutdneo: a) Grado I: la superficie cutanea
afectada no supera el 25% de la superficie total, b) Grado Il: el compromiso es del 25 al

50%, c) Grado llI: afeccién mayor del 50% y d) Grado IV: dafio cutaneo con vesiculas y

ampollas (rerrara, 2009)-

Las moléculas efectoras que intervienen en la EICHa son el TNF-a como citocina
inflamatoria, la IL-1, IL-6 e IL-8; todo a través de células T que reconocen aloantigenos mas

que por linfocitos autorreactivos como ocurriria en la EICHC (perez-simon, 2005)-
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3.3.2. EICH cronica

La EICHc presenta una mayor incidencia entorno al dia +180; sin embargo, puede aparecer
en cualquier momento desde el dia +70 hasta afos después del trasplante. Su mediana de
aparicién es de 201 dias tras el trasplante en caso de donador relacionado HLA idéntico,
159 dias con un donador no relacionado HLA idéntico y 133 dias si es un donador no
relacionado con alguna disparidad HLA (gilipovich, 2005)- SU incidencia oscila entre el 30-80%
de los trasplantes alogénicos y el riesgo de desarrollar este padecimiento aumenta con la

gravedad de la EICHa (pavletic, 2005).

Esta enfermedad suele originarse sin EICHa previa (de novo) en el 30%, pero también
puede estar precedida de EICHa; ya sea tras un intervalo de latencia libre de enfermedad,
luego de la resolucidn de un episodio agudo previo (forma quiescente) en el 36% o como
evolucién de una EICHa por extensidn del cuadro sin solucién y de continuidad (forma

progresiva) en el 32% (akpek, 2003)-

En la EICHCc se ven afectados varios de los multiples érganos blanco, cada uno de ellos con
mayor o menor gravedad. Clinicamente se caracteriza por manifestaciones que se parecen
a las observadas en las enfermedades autoinmunes. Se presentan sintomas oculares
(irritacion, fotofobia, xeroftalmia), sintomas orales y gastrointestinales (xerostomia,
disfagia, odinofagia), sintomas respiratorios (disnea, bronquiolitis obstructiva),
alteraciones neuromusculares (debilidad, dolor muscular, pérdida de peso); ademas de
danos cutaneos de tipo liquenoide (mas frecuente y precoz) o esclerodermiforme (menos

frecuente y tardia) (mattson, 2007)-

De acuerdo a su extensién, la EICHc se clasifica en localizada (limitada) con dafio
exclusivamente hepatico y cutdneo limitado o generalizada (extensiva) con afeccion

cutanea extendida y dafio en multiples 6rganos con peor pronostico (perez-simén, 2006)-
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En esta enfermedad a cada dérgano se le asigna una puntuacion de 0 a 3 segun el grado de
severidad de la afectacion; de manera que la EICHc se divide en leve: afectacién de uno o
dos érganos (excepto el pulmdén) con una puntuacién maxima de 1, moderada: tres o mas
organos afectados con una puntuacion maxima de 1 o siempre que un érgano tenga una
puntuacion de 2 salvo el pulmén en el que es suficiente una puntuaciéon de 1 y grave:
cuando al menos un érgano alcanza una puntuacién de 3 o bien el pulmdn presenta una
puntuacion de 2. Mientras que los tipos moderado y grave requieren de un tratamiento

inmunosupresor sistémico, el leve puede manejarse a través de un tratamiento tdpico

(Ratanatharathorn, 2001)-

Por el contrario a la EICHa, en el desarrollo de la EICHa se producen aumentos inusuales
de citocinas como la IL-4 e IFN-y, en ausencia de IL-2; todo a través de linfocitos

autorreactivos mas que por células T que reconocen aloantigenos como ocurre en la

EICHa (Perez-Simon, 2005)-

4. CELULAS NK

4.1. Generalidades de las células NK

Las células asesinas naturales (NK=Natural Killer cell) son la tercera poblacién de linfocitos,
qgue pertenecen al linaje de células linfoides efectoras definidas por su fenotipo de
superficie celular CD3’, CD56" que representan del 5-25% de la fraccién de células

mononucleares de SP en humanos (vivier, 2011)-

En comparaciéon con los linfocitos T y B, morfoldgicamente las células NK son linfocitos
grandes que comparten varias caracteristicas con los linfocitos CD8" (CTL); pues contienen

granulos citoliticos preformados con granzimas y perforinas, asi como una cantidad
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exponencial de transcritos expresados constitutivamente para IFN-y y ciertas citocinas que

activan otros tipos de células del sistema inmune (colucci, 2003)-

Las células NK son diferentes a los linfocitos B y T; ya que no tienen completamente
desarrollado el complejo de TCR, pero en forma similar a los linfocitos T citotdxicos
expresan CD2, CD7, CD8, CD56, CD57 y con frecuencia CD16 que raramente se expresa en

células T; de esta manera su fenotipo caracteristico en reposo es: TCR’, BCR', CD3’, CD16",

CD5 6+ (Cooper, 2001)-

De acuerdo al nivel de expresién de la molécula de adhesion CD56, dos subconjuntos de
células NK se han distinguido en SP humana. Mas del 90% pertenecen al subconjunto
CD56™ que expresa altos niveles de CD16 y receptores KIR, representando el tipo de
células NK mas diferenciadas y maduras que tienen una capacidad superior de
citotoxicidad; mientras el 10% restante son del fenotipo CD56°"EM (CD16°, KIR*/)) que
tienen una mayor capacidad de producir citocinas proinflamatorias (jacobs, 2001) Y son el
subconjunto de células NK dominantes en ganglios linfaticos humanos que interactuan

con células dendriticas (renniger, 2003; Cooper, 2004).

4.2. Funcion de las células NK

Las células NK juegan un papel importante dentro de la respuesta inmune innata; ya que
su funcién principal es proporcionar la primera linea de defensa para responder ante la
infeccion y transformacién tumoral sin sensibilizacién previa, a través de su capacidad de
lisis celular, mediante citotoxicidad natural o dependiente de anticuerpos y la secrecion de

citocinas al medio (Smyth, 2002; Lee, 2007)-
Estas células estan disefiadas para detectar y eliminar células blanco induciendo en ellas
muerte celular a través de dos vias diferentes que requieren de contacto entre células NK

y célula blanco. La primera de estas vias involucra el reconocimiento de los receptores de
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muerte celular por su ligando (Fas/FasL) que induce apoptosis (muerte celular
programada) activando caspasas pro-apoptéticas. La segunda de las vias se efectia a
través de la reaccidén cruzada anticuerpo-receptor, el cual involucra un mecanismo de
destruccién celular relacionado a exocitosis de granulos citoplasmaticos produciendo
necrosis y apoptosis; ya que el contenido téxico de sus vesiculas otorga un fuerte estimulo

a la activacion de caspasas (Leibson, 1997)-

Se ha demostrado la existencia de dos subtipos de células NK: NK1 y NK2 que secretan
diferentes patrones de citocinas (NK1 expresién de IFN-y y NK2 de IL-5), lo que sugiere un

posible papel diferencial en la respuesta inmunolégica (peritt, 1999).

Informes recientes describen que durante el embarazo, ciertos subconjuntos de células
NK contribuyen al éxito del implante y funcion de la placenta, a través de la secrecién de
factores de angiogénesis como el factor de crecimiento endotelial vascular (vanaster, 2008); Y
que los tejidos linfoides asociados a intestino, albergan un subconjunto Unico de células
NK que se especializa en la produccidn de IL-22; una citocina proinflamatoria que media la
defensa del hospedero frente a patégenos extracelulares (colonna, 2009). LO anterior indica
gue las células NK son una poblacién celular heterogénea implicada tanto en el éxito del
embarazo como en la respuesta inmune innata y adaptativa que en conjunto promueven

la salud y supervivencia humana.

4.3. Receptores de las células NK

Las células NK tienen un reconocimiento complejo y altamente especifico de las células

blanco que esta regulado por un sistema de receptores mediante la integracién de sefales

de activacidén o inhibicidn, las cuales dirigen la citotoxicidad y la secrecion de citocinas

(Lanier, 2003; Bryceson, 2008).
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A diferencia de los linfocitos B y T, las células NK no expresan receptores que requieren
rearreglo de genes somaticos para generar diversidad y especificidad de receptores; sélo
expresan un arreglo de receptores codificados por una linea germinal que tienen
funciones activadoras e inhibidoras (ranier, 200s)- Ademas, estos receptores se expresan
estocdsticamente sobre la superficie célular en combinaciones variadas de receptores
activadores e inhibidores, resultando en muchos subtipos de células NK funcionalmente

distintas (valiante, 1997)-

Adicionalmente a la regulacién mediada por la unién ligando receptor, el potencial litico
de las células NK y su habilidad para producir IFN-y es potenciada por interferones tipo |
(IFN-a y IFN-B ), IL-2, IL-8 e IL-15 secretadas por células dendriticas, macréfagos y tejido

infectado por patégenos (giron, 2001)-

Las células NK circulan en un estado en el que espontaneamente pueden iniciar su funcién
efectora, pero para prevenir la autoreactividad éstas células expresan un arreglo de
receptores inhibidores que reconocen moléculas HLA clase | propias. Una expresidon
abundante de cuatro distintas moléculas de clase | (HLA-A, -B, -C y -E) sobre las células
sanas provee de ligandos para la gran variedad de receptores inhibidores de las células NK
haciéndolas resistentes a su ataque. Una baja regulacién de la expresién durante ciertas
infecciones virales, transformaciones neopldsicas u otras formas de estrés, reduce la
inhibicion de las células NK permitiéndoles eliminar a las células enfermas (Fig. 1a);

fendmeno descrito como la hipdtesis del “missing self” o perdida de lo propio (Liungeren. 1990)-
(Ljunggren, )

Ademas de este mecanismo, la expresién de ligandos para receptores activadores sobre la
superficie de la célula blanco puede contribuir al ataque de la célula NK (Fig. 1b). Los
ligandos identificados para receptores activadores pueden ser moléculas propias
inducidas que estructuralmente estdn relacionadas con las moléculas HLA de clase |
(MICA, MICB o ULBP), propias alteradas (moléculas HLA de clase | cargadas con péptidos

extrafios) o no propias codificadas por patégenos (rajalingam, 2012).

41



a. Inhibicién

Receptor de
inhibicién

<~ HLA de clase I

Inhibicién

Receptor de
Activacién

prs A o
.. €Célula enferma
Receptor de .7:~"' :

inhibicién

‘ oo
| células NK gﬂ&

Aetlv-elénf}.;,_

%9 g Y Citélisis
=
e

S

Receptor de
Activacién

Figura 1. Respuesta de las células NK contra células sanas y enfermas [Modificado de Rajalingam, 2012, Inmunogenetics: Methods
and Applications in Clinical Practice, Methods in Molecular Biology. 882:391-414].

Este proceso de regulacién de la actividad de las células NK fue descrito en 1990 por
Ljunggren y Kdrre; el cual sugiere que las células NK eliminan a células que pierden o
presentan una baja expresion de moléculas HLA de clase | propias (junggren, 1990)- S€ han
definido receptores que permiten la activaciéon de las células NK poniendo en marcha la
maquinaria citotéxica de estas células; sin embargo, la mayor especificidad en el
reconocimiento de la célula blanco proviene de los receptores de inhibicién de las células
NK, caracterizados por interactuar con diversos tipos de moléculas HLA de clase | para
transmitir una sefial de inhibicion de la citotoxicidad que rige sobre la de activacidon. Esto
quiere decir que si se enfrentan simultdaneamente receptores de activacién e inhibicion, la

respuesta es inhibicion de la citotoxicidad (Lanier, 1998)-
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Existen dos grandes familias de receptores sobre la célula NK: 1) los receptores de tipo
lectina, cuyo principal exponente es el heterodimero CD94/NKG2A vy 2) los receptores de

la super familia de las inmunoglobulinas denominados KIR (mcqueen, 2002)-

5. RECEPTORES KIR

5.1. Organizacion gendmica y génica de KIR

Los genes KIR (Killer-cell Imnmunoglobulin-like Receptor) forman parte de 100-200 Kb del
complejo de receptores para leucocitos (LRC=Leukocyte Receptor Complex), ubicado en el
cromosoma 19q13.4 (Fig. 2). El LRC constituye un largo (1 Mb) y denso conjunto de genes
inmunes que codifican moléculas de superficie celular con los dominios extracelulares de

tipo inmunoglobulina distintivos (unrberg, 1997)-

Cromosoma 19 LRC ~150Kb
R b b
e
roprzns —
TOPT13.7 e
R
1901343 —
19p13.12 g
]
19p13.41 = SDPT
rop1z — [srerec]
19011 . 20P1
p—
19g11 =
1912 — LILR
19g13.11 — 1
coarsre —
19g13.13 =
m
19G13.2  —
-
19g13.37 — |
19g13.82  =—
r0a13+ —i T
-3DL2
19g13.43 — |
— NCR1 4

Figura 2. Organizacion gendmica de los receptores KIR /Modificado de http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/introduction.html, 2013].
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Actualmente, la familia de genes KIR consta de 15 loci (KIR2DL1, KIR2DL2/L3, KIR2DLA4,
KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DL1/S1,
KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DP1 y KIR3DP1), que codifican para glicoproteinas de membrana

denominadas receptores tipo inmunoglobulina de las células NK (uhrberg, 1997)-

La secuencia gendmica completa de los genes KIR varian en longitud de 4-16 kb y su
estructura génica estd organizada en 9 exones que codifican para diferentes unidades
funcionales de la proteina (Fig. 3). Los exones 1y 2 codifican la secuencia lider, cada uno
de los exones 3, 4 y 5 codifican para uno de los tres dominios extracelulares de la
proteina; estos dominios estdan unidos mediante un tallo codificado por el exén 6 a la
region trasmembranal codificada por el exén 7 y a la cola citoplasmatica codificada por el

exon 8y 9 (Martin, 2000)-
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Figura 3. Estructura génica de KIR /Modificado de http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/introduction.html, 2013].
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Los genes KIR se han agrupado de acuerdo a su organizacidn estructural en tres grupos

diferentes:

1) Los genes KIR2D de tipo | que incluyen el pseudogen KIR2DP1, asi como los genes
KIR2DL1-3 y KIR2DS1-5, poseen ocho exones, asi como una secuencia de pseudoexén 3
(Wagtmann, 1995)- ESte pseudoexon se inactiva en los KIR2D de tipo |, algunas veces debido a
una sustituciéon de nucledtidos localizada en un sitio de empalme entre el intrén 2 y el
exon 3, donde su secuencia de nucledtidos exhibe un alto grado de identidad a la
secuencia del exén 3 de KIR3D y posee una delecidn caracteristica de tres pb o en otros
casos, por un codon de paro prematuro que inicia un corte y empalme diferencial en el
exon 3 (viiches, 2000a). Dentro de este grupo de genes, KIR2DL1 y KIR2DL2 comparten una
deleciéon comun en el exdn 7 que los distingue del resto de los genes KIR, lo que se traduce
en una secuencia mas corta de dicho exdn. Por otro lado, los genes KIR2DL1-3 difieren de
KIR2DS1-5 Gunicamente en la longitud de la regién que codifica la cola citoplasmatica en el
exon 9 y la estructura del pseudogen KIR2DP1 es diferente de KIR2DL1-3 en que el
primero tiene una secuencia mas corta del exdn 4, debido a la de delecién de un solo par

de bases vilches, 20000)-

2) Los genes KIR2D de tipo Il que engloban KIR2DL4 y KIR2DL5.caracteristicamente han
suprimido la region correspondiente al exén 4 presente en el resto de los genes KIR.
Ademas, difieren de los genes KIR2D de tipo | en que los primeros poseen un exdén 3
traducible; mientras que los genes KIR2D de tipo Il tienen un pseudoexon 3 con una
secuencia no traducible en su lugar (selvakumar, 1996, Vilches, 2000d). KIR2DL4 se diferencia de
KIR2DL5 (asi como de otros genes KIR) por la longitud de la secuencia del exén 1, pues
KIR2DL4 es seis nucleétidos mas largo y posee un coddn de inicio diferente al de los otros
genes KIR. Este coddn de inicio estd mejor relacionado con la secuencia consenso de inicio
de la transcripcidon “Kozak” que es el segundo coddn de inicio potencial en KIR2DL4 que

corresponde al codon de inicio presente en otros genes KIR (viiches, 2000c; Vilches, 2000d)-
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3) Los genes KIR3D poseen nueve exones e incluyen a KIR3DL1, KIR3DS1, KIR3DL2 vy
KIR3DL3. Los cuatro genes KIR difieren en la longitud de la regién que codifica la cola
citoplasmatica en el exdn 9 (pohring, 1996)- La secuencia gendmica completa de KIR3DL2 es la
mas larga de todos los genes KIR que abarca 16,256 pb y 1,368 pb de cDNA. Ademas,
KIR3DS1 difiere de KIR3DL1 o KIR3DL2 en que tiene una secuencia mas corta del exdn 8.
KIR3DL3 es diferente a otras secuencias KIR debido a que carece completamente el exén 6
(Torkar, 1998)- La diferencia mas extrema en la estructura de genes KIR se observé en KIR3DP1
que carece por completo de los exones 6 a 9 y de vez en cuando también del exdén 2. Las
porciones restantes del gen que estan presentes (exén 1, 3, 4 y 5) comparten un alto
grado de identidad con otras secuencias de KIR3D, en particular con las secuencias de

KIR3DL3 (Goméz-Lozano, 2005)-

5.2. Estructura molecular de las proteinas KIR

Los receptores KIR son proteinas trasmembranales de tipo | que poseen dominios de tipo
inmunoglobulina caracteristicos en sus regiones extracelulares, localizadas sobre la
superficie celular de células NK maduras (Fig 4), cuyos dominios extracelulares son los

responsables del reconocimiento de la célula blanco (viiches, 2002).

De acuerdo con el nimero de dominios extracelulares, las proteinas KIR pueden tener dos
o tres dominios de tipo inmunoglobulina (KIR2D o KIR3D); asi los receptores KIR2D
presentan dos dominios tipo inmunoglobulina y los KIR3D exhiben tres dominios (DO, D1y
D2). Las proteinas KIR con dos dominios se dividen en dos grupos en funcién del origen del
dominio distal de tipo inmunoglobulina presente en la membrana. Las proteinas KIR2D de
tipo | (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4 y KIR2DS5)
poseen un dominio distal de tipo inmunoglobulina D1 codificado por el exén 4, pero
perdieron el dominio DO debido a la eliminacién del exdn 3; mientras las proteinas KIR2D
de tipo Il (KIR2DL4 y KIR2DL5) poseen un dominio distal de tipo inmunoglobulina DO sin

embargo le falta el dominio D1 por la pérdida del ex6n 4 wagtmann, 1997)-
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Figura 4. Estructura de receptores KIR /Modificado de http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/introduction.html, 2013].

También poseen una regidén trasmembranal y una cola citoplasmatica que definen el tipo
de sefial para la célula NK (giassoni, 1996)- Generalmente, las colas citoplasmaticas largas (L)
contienen dos motivos de inhibicién basados en tirosina (ITIM=Immune-receptor Tyrosine-
based Inhibitory Motifs) que traducen sefiales inhibitorias a la célula NK; mientras las colas
cortas (S) poseen un aminodcido (aa) cargado positivamente en su trasmembrana que les
permite asociarse con la molécula de sefalizacion DAP12, que contiene dos motivos de
activacion basados en tirosina (ITAM=Immune-receptor Tyrosine based Activation Motifs)
y regula las sefiales de activacion después de que el receptor reconoce un ligando (Lanier,
2009). La excepcion a esto es KIR2DL4, el cual sélo contiene un ITIM y posee un residuo
cargado (arginina) en su region trasmembranal que facilita su interaccién con DAP12, lo

que permite le producir sefiales de inhibicidn y activacion (maxwel, 2002)-
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Las proteinas KIR varian en longitud desde 306 hasta 456 aa, las diferencias en el tamafio
de estas proteinas son en su mayoria consecuencia del nimero de dominios tipo
inmunoglobulina presentes, pero otro factor que influye es la diversidad en la longitud de

su cola citoplasmatica (Long, 1997) (Fig. 5).
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KIR20S [ T T T ]
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KRt [ T T 71 ]
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Figura 5. Caracteristicas del ARNm para las proteinas KIR /Modificado de http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/introduction.html, 2013].

El péptido lider de la mayoria de las proteinas KIR es de 21 aa de largo; sin embargo, la
presencia de un coddén de inicio diferente genera un péptido lider mas largo en las
proteinas KIR2DLA4. La longitud del dominio DO presente en las proteinas KIR2D de tipo Il y
las proteinas KIR3D es aproximadamente de 96 aa, el dominio D1 de las proteinas KIR2D
de tipo | y KIR3D tiene 102 aa, mientras que el dominio D2 de todas las proteinas KIR es de
98 aa de largo. La longitud del tallo varia de 24 aa a sélo siete aminoacidos en la proteina
de KIR3DL3 vy la region trasmembranal es de 20 aa de largo a excepcion de las proteinas

KIR2DL1 y KIR2DL2 que presentan un residuo mas corto como resultado de una delecién
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de tres pares de bases en el exdn 7. Finalmente, la regidn citoplasmatica de las proteinas
KIR exhibe grandes variaciones en su longitud, que van desde 23 aa en algunos alelos
KIR3DS1 a 96 aa presentes en las proteinas de KIR3DL2; mientras la longitud de la cola
citoplasmatica puede variar de 14 aa en algunos alelos de KIR3DS1, hasta 108 aa de largo

en KIR2DL4 (Selvakumar, 1997)-

5.3. Funcidn y especificidad de receptores KIR

KIR controla la respuesta de las células NK humanas, mediante senales inhibidoras o
activadoras tras en el reconocimiento de ligandos HLA de clase | sobre la superficie de las
células diana potenciales. Cuando los receptores KIR se unen a las moléculas HLA de clase
| definen la actividad litica de las células NK, regulando la actividad citotdxica de estas
células. Los receptores KIR3DL1-3, 2DL1-3 y 2DL5 estan encargados de controlar la
inhibicién, KIR2DS1-5 y 3DS1 dirigen la activacién; mientras KIR2DL4 puede trasmitir
ambos tipos de sefializacion (raure, 2002)- Asi, los dominios extracelulares de tipo
inmunoglobulina estan involucrados con la unién al ligando y la cola citoplasmatica estd

implicada en la sefializacion (rrowsdale, 2001)-

Los receptores KIR reconocen motivos especificos en las moléculas HLA de clase |, las
cuales son producto de genes altamente polimdrficos localizados sobre el cromosoma 6 vy
regiones expuestas del péptido sobre ésta molécula (varsh, 2011). KIR se une en una
orientacidn casi ortogonal entre las hélices al y a2 de la molécula HLA de clase |, pero la
forma en la que KIR se superpone con la molécula HLA es distinta a la del receptor de
células T (goyington, 2000). LOS seis bucles del dominio D1 y D2 en la region de la bisagra del
interdominio de KIR2DL y KIR3DL, forman el sitio de unidn para las moléculas HLA de clase
I; mientras que en KIR3D el dominio distal de la membrana DO mejora la unién al ligando
HLA de clase | (khakoo, 2002). POr lo tanto, los motivos de unién para KIR a menudo difieren

entre los individuos y su distribuciéon es sustancialmente diferente entre poblaciones

(Prugnolle, 2005).
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Los receptores KIR se unen especificamente a moléculas HLA-A, -Bw4, -Cw y -G que

funcionan como ligandos para estos receptores (Fig. 6).
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Figura 6. Ligandos de los receptores KIR [Modificado de Rajalingam, 2012, Inmunogenetics: Methods and Applications in Clinical

Practice, Methods in Molecular Biology. 882:391-414].
HLA-Cw es el locus HLA de clase | que provee el mayor nimero de ligandos para muchos
receptores KIR, pero éstos no reconocen especificamente a cada una de las 312 variantes
alélicas de HLA-Cw, la especificidad de esta interaccidn esta definida por un dimorfismo de
HLA-Cw en la posicion 80 y un dimorfismo en la posicion 44 de los receptores KIR (moretta,
1995). El dimorfismo en las posiciones 77 y 80 de la secuencia de aminoacidos define dos
alotipos serolégicamente diferentes de HLA-Cw: grupo 1 (C1), que tiene un residuo de
serina en la posicion 77 (Ser77) con una asparagina en la posicién 80 (Asn80) y grupo 2
(C2), que tiene un residuo de asparagina en la posicién 77 (Asn77) con una lisina en la
posicion 80 (Lys80) (mandelboim, 1996)-
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En los receptores KIR también pueden diferenciarse dos grupos: el primero tiene un
residuo de lisina en la posicion 44 del dominio D1 (incluye los receptores KIR2DS2,
KIR2DL2 y KIR2DL3) y reconocen el alotipo C1 de HLA-Cw; mientras el segundo (contiene
los receptores KIR2DS1 y KIR2DL1) presenta una metionina en dicha posicion y reconoce el

alotipo C2 de HLA-CW (moretta, 1995).

Ambos grupos de HLA-Cw reconocen receptores KIR tanto activadores como inhibidores
(Colonna, 1993). T0dOs los alotipos HLA- Cw contienen valina (V) en la posicion 76; pero casi la
mitad de éstos (Cw2, Cw4, Cw5, Cw6, Cw0707, Cw15, Cw1204-05, Cw15, Cw1602, Cwil7,
Cw18) llevan una lisina (K) en la posicion 80 (epitopos C2), uniéndose al receptor inhibidor
KIR2DL1; mientras los alotipos restantes (Cwl, Cw3, Cw0701-06, Cw8, Cw1202-03/06),
Cw14, Cw1601/ 03-04) contienen una asparagina (N) en esta posicion (epitopo C1) y se
unen a los receptores inhibidores KIR2DL2 y 2DL3 (winter, 1995; Hartstein, 2011). De igual forma,
dos diversos alotipos HLA-B, B46 y B73 (ambos con V76 y N80), son buenos ligandos para
estos receptores inhibidores, pero ademas de su unidn con epitopos C1, también pueden
interactuar con los alotipos C2 Cw*0501 y Cw*0202 (moesta, 2008)- Las sefiales inhibidoras
provocadas por la interaccidon 2DL2/3-C1 son relativamente débiles en comparacién a la

provocada por la interaccion 2DL1-C2 (winter, 1998)-

El receptor de activacién KIR2DS1 tiene dominios de tipo inmunoglobulina similares al
inhibidor KIR2DL1 y también se une a HLA-C2, pero con avidez reducida (stewart, 2005);
mientras KIR2DS2 es un receptor de activacion que tiene dominios similares al inhibidor

KIR2DL2, pero sin avidez detectable para HLA-C1 (winter, 1998)-

KIR2DS4 es el receptor activador mas antiguo que tiene especificidad de ligando Unica

para subconjuntos de alotipos HLA-C acarreando epitopos C1 0 C2 y HLA-A11 (Graef, 2009)-
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KIR3DL1/KIR3DS1 interactian con un subconjunto de las moléculas HLA-A (HLA-A23, 24,
25y 32) y HLA-B que llevan el epitopo Bw4 que difiere de Bw6 debido a un polimorfismo
en las posiciones 77 y 80, donde los epitopos Bw4 con el aminoacido isoleucina (lle) en la
posicion 80 provoca una fuerte inhibicion a través KIR3DL1 (Gumperz, 1995; Thananchai, 2007)-
Mientras KIR3DL2 se une sélo a alotipos HLA-A3 y Al1, donde la fuerza de interaccion es

muy sensible a la secuencia del péptido unido (Hansasuta, 2004)-

El receptor KIR2DL4 se une a HLA-G de las extravellosidades trofoblasticas e induce la
rapida produccién de IFN-y que promueve la vascularizacion de la decidua materna, la cual
provee a la placenta de sangre con gases y nutrientes para el crecimiento del feto (voffett-
King, 2002; Kikuchi, 2003)- Pero aun se desconocen los ligandos especificos para KIR2DS2, 2DS3

ZDSS, 2DL5 Yy 3DL3 (Martin, 2002)-

La interaccion KIR-HLA se diferencia por la intensidad de la unién y afinidad entre los
receptores y sus respectivos ligandos. Los receptores se unen débilmente a los antigenos
del grupo C1 y fuertemente a los del grupo C2, pero un receptor inhibidor tiene mayor
afinidad que el receptor de activacion (wagtmann, 1995). Aunque la relevancia bioldgica de una
afinidad baja no ha sido totalmente aclarada, esta podria existir para atenuar los
receptores inhibitorios en situaciones donde la inhibicidn no es ventajosa o evitar la

agresion de las células NK contra células sanas del organismo (gan, 1997)-

5.4. Diversidad de los receptores KIR

La caracteristica del sistema de receptores KIR que lo distingue de otros tipos de
receptores de la célula NK es su diversidad, aportada por diversos factores tales como:
contenido especifico de genes KIR en cada individuo, polimorfismos en la secuencia de
nucledtidos y su expresién estocastica (Fig. 7). Esta diversidad en los receptores KIR

contribuye a diferencias en la reactividad de las células NK (rajalingam, 2012)-
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Figura 7. Diversidad de los receptores KIR [Cortesia de Bravo-Flores E. 2013]

5.4.1. Contenido de genes KIR

Se sabe que existen 17 loci de genes KIR y que combinaciones especificas de estos genes

se agrupan en un haplotipo dentro de 100-200 Kb del LRC. Estas combinaciones han

originado diversos haplotipos clasificados con base en su contenido de genes KIR en dos

grupos: los haplotipos del grupo A con funcién inhibidora y los haplotipos activadores del

grupo B, que varian en el numero vy tipo de genes que los conforman (yhrberg; 2002). EStos

grupos se distinguieron originalmente usando la técnica de RFLP (Restriction Fragment

Length Polymorphism), donde la presencia de un fragmento de aproximadamente 24 Kb

obtenido por Hindlll indica la presencia de un haplotipo del grupo B (uhrberg, 1997)-
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La organizacion de los haplotipos KIR sobre el cromosoma 19q13.4 (Fig. 8), se estructura
en relacion con la posicién de cuatro genes marco (KIR3DL3, 2DL4, 3DL2 y 3DP1) o
estructurales, que se encuentran presentes salvo muy pocas excepciones en casi todos los
haplotipos (cuyo orden se determind a partir de la secuenciacion de haplotipos KIR
prototipo) y una regién de 14 Kb con repeticiones L1 rio arriba de 2DL4 que divide el
haplotipo en dos segmentos, uno colindante con el centrémero y otro cercano al telémero
(wilson, 2000). LOS genes dentro de cada fragmento presentan un alto desequilibrio de
ligamiento, el cual es menor entre los genes presentes dentro de cada segmento que

conforma un haplotipo (shiliing, 2002; middieton, 2007).
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Figura 8. Variabilidad de los haplotipos KIR [Modificado de Kulkami, 2008, Seminars in Inmunology. 20:343-352].

El conjunto de genes KIR estd flanqueado por los genes KIR3DL3 en el extremo
centromérico y KIR3DL2 en el extremo telomérico; mientras los genes KIR3DP1 y 2DL4
estan ubicados centralmente y entre ellos se encuentra un punto de recombinacion martin,
2004 Estos cuatro genes delimitan dos regiones del haplotipo KIR, variables en el
contenido genético; asi la regién del centrémero contiene los genes KIR2DL3, 2DP1, 2DL1,
2DS2, 2DL2, 2DL5B, 2DS3 y 2DS5; mientras que la regién del teldmero contiene a KIR3DL1,
2DS4, 3DS1, 2DL5A, 2DS3, 2DS5 y 2DS1 (pyo, 2010).
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Asi, el haplotipo A esta compuesto por 7 genes, sélo un gen activador KIR2DS4, tres genes
inhibidores KIR2DL3, KIR2DL1, KIR3DL1 y el pseudogen KIR2DP1. Este haplotipo no varia
en el contenido de genes, pero muestra una extensa variabilidad a nivel alélico (Fig. 8,
Haplotipo A). En contraste, el haplotipo B exhibe diversidad tanto en nimero y contenido
de genes como en variabilidad alélica. Dicho haplotipo contiene uno o mds genes
activadores (KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 y KIR3DS1) y pueden incorporar los
genes inhibidores ausentes en el haplotipo A (KIR2DL2 y KIR2DL5), existiendo hasta la
fecha mas de 50 haplotipos B diferentes (Fig. 8, Haplotipos B), caracterizados por

secuenciacion y analisis de segregacion de haplotipos en familias (usu, 2002)-

Mudltiples eventos de recombinacién reciproca en el centro del complejo KIR entre 3DP1y
2DL4, presumiblemente diversifica el contenido genético de los haplotipos KIR entre
individuos y poblaciones (vawata, 2002; Norman, 2009). Cada haplotipo KIR se genera por la
combinacidn de un motivo centromérico y un motivo telomérico, por lo que la mayoria de
los haplotipos publicados hasta la fecha se pueden explicar por la recombinacién de 21

motivos genéticos en la porcidn del centromero y 21 en la porcién del telémero (Fig. 9).
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Figura 9. Motivos contenidos en la porcion centromérica y telomérica que recombinan para obtener los haplotipos mas comunes.
[Modificado de Rajaling 2012, I genetics: Methods and Applications in Clinical Practice, Methods in Molecular Biology. 882:391-414].
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Los eventos de recombinacion también se presentan fuera de la region entre 3DP1 y 2DL4,
tratandose de entrecruzamiento no alélico generando varios haplotipos poco comunes,
incluyendo haplotipos truncos que han perdido genes estructurales (usu, 2002; shilling, 2002) ©
haplotipos elongados que contienen genes duplicados (williams, 2003; Martin, 2003). La herencia
de los haplotipos paternos y maternos que comprenden diferente contenido genes de KIR

(A+A, A+B o B+B) genera una extraordinaria diversidad en los seres humanos.

5.4.2. Polimorfismo en la secuencia de nucleétidos de genes KIR

Los genes KIR son altamente polimdrficos y ocupan una de las regiones de mas rapida
evolucién del genoma humano. Ademas de la diversidad en el contenido genético, cada
gen KIR exhibe un polimorfismo en su secuencia de nucle6tidos (rajalingam, 2001; shilling, 2002;
Garcia, 2003)- A la fecha 614 secuencias de nucledtidos que codifican para 321 proteinas KIR
diferentes estan depositadas en IPD-KIR database, donde se observa que los receptores

KIR inhibidores son mas polimérficos que los receptores activadores, encontrando que el

polimorfismo alélico mas alto esta en los loci 3DL1, 3DL2 y 3DL3 (hetp://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/)-

El polimorfismo en su secuencia tiene consecuencias funcionales que influyen en su
expresion, union a su ligando y actividad citotoxicidad o secrecidn de citocinas (gardiner, 2001;
Carr, 2005; Yawata, 2006;)- Ademads algunas secuencias de KIR son alelos nulos que llevan un
coddn de paro prematuro o sustitucidn / delecion / insercidn de nucledtidos que alteran el
marco de lectura de la sintesis de proteinas, lo que afecta a su expresién en la superficie

celular (Maxwell, 2002).

5.4.3. Diversidad en el repertorio de receptores KIR sobre clonas de células NK
Ademads de la variacidn en el contenido de genes y polimorfismo en la secuencia, se han

descrito diferencias en el repertorio de receptores KIR sobre cada célula NK (valiante, 1997) Y

en el nivel de expresion del ARNm de genes y alelos KIR (trompeter, 2005)-
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Los receptores KIR se expresan de forma estocastica sobre las células NK maduras, de tal
manera que cada clon de células NK en un individuo no expresa todo el conjunto de genes
KIR presentes en su genoma; sino sélo una porcion de estos en una aparente combinacidn
aleatoria. Esta diversidad en la expresién de genes KIR produce una amplia gama de clonas
de células NK funcionalmente distintas, que son necesarias para una deteccién rdpida de

las células blanco que han perdido la expresion de moléculas HLA de clase | (raulet, 2001).

Un clon de células NK puede expresar en promedio tres o cuatro diferentes receptores KIR
sobre su superficie, pero la mayoria de los individuos tienen seis a nueve receptores
expresados sobre la membrana de una célula NK y mantiene estable su repertorio de

receptores KIR adquirido a lo largo de divisiones celulares posteriores (yhrberg, 2002)-

No obstante se ha detectado el ARNm de todos los genes KIR (a excepcidon de KIR2DP1 y
3DP1), debido a la falta de anticuerpos especificos no se ha confirmado la expresién en la
superficie celular de ciertas proteinas; pues el ARNm sufren corte y empalme alternativo

que produce isoformas capaces de obstaculizar la expresion del receptor (pohring, 1996)-

Aunque el repertorio de KIR se determina en gran medida por factores genéticos (shiliing,
2002b), S€ encontro que la presencia del ligando HLA de clase | afin aumenta la frecuencia
de las células NK que expresan el receptor especifico (yawata, 2006)- POr otra lado, existen
pruebas de que diversos mecanismos epigenéticos modulan los patrones de expresién de
los receptores KIR (santourlidis, 2002; Chan, 2003; Trompeter, 2005) Y de la influencia epistatica que

tienen ciertos genes KIR sobre la expresion de un receptor KIR especifico (schonberg, 2011)-

A diferencia de las células T y B, las células NK usan una estrategia para reconocer
multiples receptores mediante la cual una célula NK individual puede ser activada a través
de diversos receptores de forma independiente o en combinacién, dependiendo de los
ligandos presentados por la célula blanco en un encuentro dado (raulet, 2001) Y Si una célula
NK utiliza tanto receptores inhibidores y activadores para reconocer el objetivo, el

equilibrio entre estas sefiales dispares determina la accion de esta célula NK (Lanier, 2005)-
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5.5. Funcion de KIR en el TCPH

Se ha encontrado que las células NK son la primera poblacion de linfocitos que aparece en
SP rapidamente después un TCPH y que el repertorio de receptores KIR sobre las células
NK reconstituidas a partir de precursores hematopoyéticos son consistentemente del

donador (cooley, 2007)-

Las células NK derivadas del donador pueden ser aloreactivas cuando sus KIR inhibidores
no encuentran en el receptor un ligando HLA de clase | importante presente en el
donador. Cuando el ligando del receptor inhibidor estd ausente o alterado, la célula NK no
puede unirse a su correspondiente molécula HLA activandose y destruyendo a la célula en
cuestién. Este mecanismo de alorreactividad presenta ventajas y desventajas en el TCPH
de donador HLA idéntico, ya que diferencias entre las células NK del donador y la
expresion de las moléculas HLA clase | del receptor predispone la existencia de una
subclase de células NK reactivas que favorecen el implante del injerto por la liberacion de
citoquinas hematopoyéticas, una mayor reconstitucién inmune y el efecto de injerto
contra leucemia; disminuyendo las complicaciones infecciosas por su actividad antiviral, la
posibilidad de recaida hematoldgica e incidencia de rechazo del injerto por lisar las células

T del hospedero, pero incrementan la EICH (ruggeri, 2002)-

Ademas de la falta de ligandos HLA de clase | en el receptor para las células NK del
donador, la expresién de receptores KIR activadores sobre las células NK del donador
también muestra influencia en el resultado del TCPH; ya que donadores con genotipo AA
(que expresan uno o ningun KIR activador) en comparaciéon con donadores de genotipo Bx
(que expresan de uno a seis KIR activadores), mostraron una mayor proteccién a la recaida

y una mejor sobrevida libre de enfermedad (cooley, 2010)-
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Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, los TCPH se realizan con células provenientes de un donador relacionado al
cual se le realizan estudios de gabinete clinico, grupo sanguineo, carga viral e
histocompatibilidad. De estos estudios, el HLA se realiza a nivel molecular de mediana
resolucién, para comprobar la compatibilidad en los loci A, B, C, DR y DQ entre donador y
receptor. Sin embargo, el 80% de los pacientes que reciben un TCPH de un donador
relacionado HLA idéntico, desarrollan eventos inflamatorios conocidos como EICH a causa
de otras diferencias genéticas. Por lo anterior, es necesario estudiar otros genes que

podrian estar involucrados con el padecimiento de la EICH, como son los genes KIR.
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IIl.  JUSTIFICACION

Si se demuestra que los genes KIR estan involucrados con el padecimiento de la EICH, esto
permitira disefiar estrategias que reduzcan la gravedad de este padecimiento, mediante la
administracion oportuna de un tratamiento de inmunosupresién optimizado que ayude a
controlar las complicaciones mas habituales de la EICH para incrementar la posibilidad de

éxito del trasplante y mejorar la sobrevida de los pacientes.
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V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existe asociacion entre los alelos de los genes KIR2DS4 y KIR3DP1 con el padecimiento de

la Enfermedad de Injerto contra Hospedero?
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V. HIPOTESIS

Los alelos de los genes KIR2DS4 y KIR3DP1 se asociaran como factores de riesgo para el

padecimiento de la Enfermedad de Injerto contra Hospedero.
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VI. OBJETIVO GENERAL

Determinar si los alelos de los genes KIR2DS4 y KIR3DP1 se asocian como factores de

riesgo para el padecimiento de la Enfermedad Injerto contra Hospedero.
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VII.  OBJETIVOS PARTICULARES

Tipificar los genes KIR en el binomio (donador-receptor) durante la etapa previa al
trasplante.

Tipificar los genes KIR en el receptor con EICH.

Identificar los genotipos KIR en el binomio (donador-receptor) durante la etapa
previa al trasplante.

Identificar los genotipos KIR en el receptor con EICH.

Determinar los alelos de KIR2DS4 y KIR3DP1 en el binomio (donador-receptor)
durante la etapa previa al trasplante.

Determinar los alelos de KIR2DS4 y KIR3DP1 en el receptor con EICH.
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VII. METODOLOGIA

8.1. Tamano de la muestra

El tamafio de la muestra necesaria para nuestro estudio (n=54 binomios donador-
receptor) se calculd con el programa estadistico EPIDAT 3.1 tomando en cuenta los
siguientes pardmetros: OR de 3.0, IC del 95%, poder estadistico del 80% y con base en la
frecuencia génica de KIR, empleando la proporcién de 36.4% correspondiente a KIR2DSS5,
descrito como el gen menos frecuente en donadores de CPH dentro de un estudio previo
realizado en poblacién Caucasica sobre pacientes con leucemia que recibieron un TCPH
HLA idéntico (savani, 2007); Y@ que no existen datos reportados con anterioridad en poblacién

mestizo mexicana con trasplante.

8.2. Caracteristicas de los binomios donador-receptor para el estudio

8.2.1 Criterios de inclusion
Ser mexicano con ascendencia de dos generaciones mexicanas o mas.
Ser diagnosticado con enfermedad hemato-oncolégica de alto riesgo.
Tener 18 afios de edad o mas al momento del diagndstico sin importar el género.
Recibir un trasplante alogénico de CPH obtenidas de SP, provenientes de un donador
relacionado HLA idéntico, sin importar su género y edad.
Recibir el mismo régimen de acondicionamiento mieloablativo previo al trasplante.
Recibir el mismo tratamiento profilactico para la EICH posterior al trasplante.

Presentar EICHa, crénico o ambos posterior al TCPH.

8.2.2 Criterios de exclusion
Ser extranjero o mexicano sin ascendencia de dos generaciones mexicanas o mas.
No entrar al protocolo de trasplante aun siendo diagnosticado con una enfermedad

hemato-oncoldgica de alto riesgo.
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Tener menos de 18 afios de edad al momento del diagndstico sin importar el género.
Recibir un trasplante alogénico de CPH obtenidas de SP, provenientes de un donador no
relacionado.

No recibir un régimen de acondicionamiento mieloablativo previo al trasplante.

No recibir el mismo tratamiento profilactico para la EICH posterior al trasplante.

No desarrollar EICHa o crénica posterior al TCPH.

Pacientes que presenten alguna complicacién no relacionada a la EICH.

Diagnéstico de alguna enfermedad autoinmune, diabetes u otro tipo de cancer.

8.2.3 Criterios de eliminacién
Muestra insuficiente del binomio donador-receptor pretrasplante y del receptor
postrasplante.
ADN degradado del donador o receptor.
No tener muestra de ADN pretrasplante del binomio donador-receptor y del receptor
postrasplante.
No tener ADN suficiente pretrasplante del binomio donador-receptor y del receptor
postrasplante.
No tener resultados de histocompatibilidad del binomio donador-receptor.
No tener resultados completos de la tipificacion de genes y/o alelos KIR del binomio

donador-receptor pretrasplante y del receptor postrasplante.

8.3. Obtencion de las muestras de ADN

Se tomé una muestra de SP de cada binomio donador-receptor durante la etapa previa al
trasplante y del receptor una vez trascurridos 100 dias postrasplante. La extraccion de
ADN de cada una de las muestras se realizd mediante la técnica de perclorato. La
concentracion y calidad de los &cidos nucleicos obtenidos se evalué mediante
espectrofotométrica, mientras su integridad se verifico en un gel de agarosa al 0.8%. Las

muestras se llevaron a una concentracion de 75 ng/ul y se almacenaron a -70°C.
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8.4. Determinacion de genes y alelos de KIR por PCR-SSP

Las muestras de ADN obtenidas de cada binomio donador-receptor durante la etapa
previa al trasplante y del receptor postrasplante se utilizaron para el estudio molecular de
15 genes y dos pseudogenes de KIR; asi como de los alelos de KIR2DS4 y KIR3DP1 (Fig. 10)
mediante la técnica de mediana resolucion denominada PCR-SSP (kit comercial,

Invitrogen).

Linfocitos de SP

Receptor con EICH
Postrasplante

PCR-SSP

Identificacion de bandas
Electroforesis en gel de agarosa

Analisis estadistico
X2

Figura 10. Estrategia para la Tipificacion de genes y alelos KIR usando la técnica de PCR-SSP [Cortesia de Bravo-Flores E. 2013].

8.5. Andlisis estadistico

Se analizaron las frecuencias génicas, genotipicas, haplotipicas y alélicas de KIR con la
prueba de x° o prueba exacta de Fisher, ademds de realizarse un andlisis multivariado.
Cuando el valor fue de p<0.05 el resultado se considerd estadisticamente significativo. El

vigor de asociacion se determind calculando el OR con IC 95%.
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IX. RESULTADOS

9.1. Caracteristicas de la poblacion de estudio

Se reclutaron 39 pacientes con enfermedad hemato-oncolégica que recibieron un TCPH
alogénico de SPM proveniente de un donador relacionado entre octubre del 2003 y mayo
del 2012. Todos los trasplantes se realizaron en el Hospital de Especialidades CMN-SXXI,
después de recibir un acondicionamiento mieloablativo de alta intensidad via intravenosa

Cuadro 2.

Tipo de donador Hermano
Fuente de las CPH SP
| Acondicionamiento mieloablativo BuCy + VP16 I

BuCy: Basado en busulfan con ciclofosfamida, VP16: Con etopésido

Unicamente 37 binomios donador-receptor se incluyeron en este analisis por tener un
donador HLA idéntico. Las caracteristicas de pacientes y donadores se enlistan en el

Cuadro 3.

ne (%)

Edad del Paciente (afios) Edad del Donador (afios)
18-28 9 (24.4) 18-28 12 (32.4)
29-38 14 (37.8) 29-38 13 (35.1)
39-48 12 (32.4) 39-48 9 (24.4)
49-58 2 (5.4) 49-58 3 (8.1)
Media de la edad del paciente 35.0 Media de la edad del donador 33.8
| Género Paciente/Donador | || Diagnstico. |
M/M 12 (32.5) LMA 18 (48.6)
M/F 9 (24.3) LMC 2 (5.4)
F/M 9 (24.3) LLA 9 (24.4)
F/F 7 (18.9) LLC 2 (5.4)
Categoria del riesgo de la enfermedad Alto riesgo 37  (100.0) SMD 3 (8.1)
Compatibilidad HLA 10/10 37 (100.0) AAG 3 (8.1)

M: Masculino, F: Femenino, LLA: Leucemia linfoide aguda, LLC: Leucemia linfoide crénica, LMA: Leucemia mieloide aguda,
LMC: Leucemia mieloide crénica, SMD: Sindrome mielodisplasico, AAG: Anémia aplasica grave
Los resultados de histocompatibilidad (tipificacion de loci HLA-A, -B, -Cw, -DR y —-DQ
mediante la técnica de PCR-SSP) se obtuvieron del Banco de Sangre del Hospital de

Especialidades del CMIN-SXXI.




9.2. Tipificacion de genes KIR

Se estudiaron 37 binomios donador-receptor mestizos Mexicanos (37 receptores con
enfermedad hemato-oncolégica y 37 donadores sanos). Estos 37 pacientes junto con su
donador de CPH, fueron tipificados mediante la técnica de PCR-SSP utilizando un kit
(Invitrogen) que determina la presencia o ausencia de genes KIR. Los productos de PCR
sobre un gel de agarosa al 1% de tres muestras representativas (a, b y c) se pueden
observar en la Figura 11; donde cada carril representa la amplificacién de un gen con su
respectivo control interno de 800pb o 200pb y un control negativo, los cuales indican que
la reaccién se realizd correctamente, ademds de un marcador de peso molecular que
establece el tamafio relativo de cada fragmento. Pozos que presentan una banda con el
peso determinado fueron positivas mientras se tomaron como negativas aquellas donde

Unicamente el control interno estd presente.

a) Donador 1 2072 pb

600 pb

100 pb

b) Donador 2 2072 pb

600 pb

100 pb

¢) Donador 3 2072 pb

600 pb

’ — 100 pb

Figura 11. Genotipificacion de KIR. a, b y c muestran imagenes de productos de PCR sobre geles de agarosa al 2% de tres pacientes con
leucemia; derivados de la amplificacion de genes KIR mediante la técnica de PCR-SSP. Se observa un fragmento de aproximadamente
800pb como control interno, excepto en el pendltimo y antepenultimo carril que tienen un control interno de 200pb; mediante bandas
de diferentes tamafios (de 100 a 1893pb) se muestran los genes KIR presentes en cada individuo y la ausencia de estos a través de la
falta de una banda sobre un carril determinado.
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9.3. Frecuencias génicas de KIR

Los porcentajes de las frecuencias génicas para cada locus KIR, se determinaron por
conteo directo y se encuentran descritos en las siguientes tablas de acuerdo a su actividad
en: KIR inhibidores, activadores y pseudogenes. Los genes KIR2DL4, KIR3DL2, KIR3DL3 y el

pseudogen KIR3DP1 se presentaron de forma constitutiva en el 100% de los individuos.

9.3.1. Pacientes con leucemia y donadores

Los resultados de 32 pacientes con leucemia y sus donadores se compararon con las
frecuencias génicas de KIR descritas en un estudio previo (werandez, 2008) €N poblacion

mexicana sana (Tabla 1).

Dentro del grupo de pacientes con leucemia y sus donadores, los genes KIR2DL1, KIR2DL3,
KIR3DL1, KIR2DS4 vy el pseudogen KIR2DP1 mostraron una frecuencia similar a la
previamente descrita en el grupo control. Las frecuencias génicas de KIR2DL5A, 2DS1,
2DS5 y 3DS1 incrementaron en pacientes y donadores comparadas con el grupo control,
presentando una variacidon significativa (p<0.05). Dos genes inhibidores KI/R2DL2,
KIR2DL5B y dos activadores KIR2DS2, KIR2DS3 presentaron frecuencias mas elevadas
dentro del grupo de donadores, pero Unicamente en el gen activador KIR2DS3 y en el gen
inhibidor KIR2DL5B se observé una diferencia significativa (p<0.05) tras comparar a los

donadores con grupo control.

9.3.2. Pacientes con TCPH

El porcentaje de las frecuencias para los 15 genes y 2 pseudogenes KIR determinados en
37 pacientes sometidos a un TCPH y sus donadores, se enumeran en la Tabla 2, donde se
observa que las frecuencias génicas de KIR durante el pretrasplante se ven modificadas

por la carga genética del donador tras el TCPH.
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Tabla 1. Frecuencias génicas de KIR en pacientes Mexicanos con leucemia.

Pseudogenes

2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 2DL5A 2DL5B 3DL1 3DL2 3DL3 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DS1 2DP1 3DP1
P’i;gczp“ 9.9 438 969 1000 5g3° 125 969 1000 1000  563° 438 188 969 50.0° 563 96.9 100.0
D°:a=‘;§'e5 93.8 563 93.8 1000 56.3° | 281 875 100.0 100.0 563 563 (313 875 5315 563" 93.8 100.0
“Controles

20 97.5 385 942 1000 360 114 934 1000 100.0 385 385 131 926 336 385 100.0 100.0

*: Frecuencias de genes KIR en poblacién mexicana reportados por Hernandez. E. (2008).

%: Porcentaje de las frecuencias de genes KIR; KIR: Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor; TCPH: Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.
Pre-TCPH vs. Controles: *(p=0.005, OR=2.3, 1.3-4.0), °(p=0.02, OR=1.9, 1.1-3.5), “(p=0.02, OR=1.9, 1.1-3.4,), *(p=0.02, OR=1.9, 1.1-3.5) IC95%.
Donadores vs. Controles: *(p=0.005, OR=2.3, 1.3-4.0), f(p=0.02, OR=1.9, 1.1-3.5), (p=0.007, OR=2.2, 1.2-3.9), h(p=0.02, OR=1.9, 1.1-3.5) IC95%.
Pre-TCPH vs. Donadores: ' (p=0.009, OR=0.4, 0.2-0.8) }(p=0.04, OR=0.5, 0.3-0.9) IC95%

Tabla 2. Frecuencias génicas de KIR en pacientes Mexicanos con TCPH.

Pseudogenes

2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 2DLSA 2DL5B 3DL1 3DL2 3DL3  2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DS1 2DP1 3DP1

P":";C:"' 973 405 974 1000 568 162 973 100.0 100.0  56.8 405 21.6 973 462 514 973  100.0
Pos-TCPH

946 486 946 1000 595 243 919 100.0 100.0 595 486 405 919 459 595 946 100.0

D°:i:;’es 946 486 946 1000 56.8 27.0 865 100.0 100.0 58 486 378 865 486 568 94.9  100.0

%: Porcentaje de las frecuencias de genes KIR; KIR: Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor; TCPH: Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.
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9.3.3. Pacientes sin EICH.

Las frecuencias génicas de KIR en los 9 pacientes que no desarrollaron EICH tras recibir un
TCPH HLA idéntico de un donador relacionado se describen en la Tabla 3, donde no se
observaron diferencias significativas (p>0.05) tras comparar la etapa del postrasplante con

la del pretrasplante.

9.3.4. Pacientes con EICH

De los 37 pacientes que recibieron un TCPH de donador relacionado HLA idéntico, 28

pacientes (75.7%) desarrollaron EICH posterior al trasplante, cuyas caracteristicas se

muestran en el Cuadro 4.

[ Cooemsimonm |

Grado de EICH n=37 n (%)
EICHa+EICHC 8 (21.6)
EICHC 20 (54.1)
s/EICH 9 (24.3)
Inicio de EICH (dias)
101-200 15 (53.6)
201-300 13 (46.4)
Media de inicio de EICH 211.8
Profilaxis de EICH CSA+MTX+Prednisona 37 (100.0)

CSA: Ciclosporina A, MTX: Metotrexate.

La distribucién de las frecuencias de genes KIR observadas en pacientes que desarrollaron
EICH tras recibir un TCPH de un donador relacionado se encuentra representada en la

Tabla 4.

En este grupo se observaron diferencias entre la etapa del postrasplante y pretrasplante,
especificamente para los loci 2DL5B y 2DS3 cuya frecuencia incrementd después del
trasplante; pero uUnicamente se observé una variacién significativa (p<0.05) en la

frecuencia del gen KIR2DS3.
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Tabla 3. Frecuencias génicas de KIR en pacientes sin EICH.

 Pseudogenes
2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 2DL5A 2DL5B 3DL1 3DL2 3DL3 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DS1 2DP1 3DP1
Pre- TCPH
=9 100.0 33.3 100.0 100.0 66.7 22.2 100.0 100.0 100.0 66.7 33.3 33.3 100.0 55.6 66.7 100.0 100.0
Pos-TCPH | ., |
n=9 100.0 55.6 100.0 100.0 77.8 33.3 100.0 100.0 100.0 77.8 55.6 444 1000 66.7 77.8 100.0 100.0
Donador
=9 100.0 55.6 100.0 100.0 66.7 33.3 88.9 100.0 100.0 66.7 55.6 33.3 88.9 66.7 66.7 100.0 100.0

%: Porcentaje de las frecuencias de genes KIR; KIR: Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor; TCPH: Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.

Tabla 4. Frecuencias génicas de KIR en pacientes que desarrollaron EICH.

‘ Pseudogenes

2DL1 2D12 2DL3 2DL4 2DLSA 2DL5B 3DL1 3DL2 3DL3  2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DS1  2DP1  3DP1
P"::;;""' 96.4 429 964 1000 53.6 143 964 1000 1000 53.6 429 179 964 500 536 964 1000
Post- TCPH g
s 929 464 929 1000 53.6 214 893 1000 100.0 53.6 464 39.3° 893 393 536 929 100.0
Donador
o 929 464 92.9 1000 53.6 250 857 1000 100.0 53.6 464 393 857 429 536 929 1000

%: Porcentaje de las frecuencias de genes KIR; KIR: Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor; TCPH: Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.
Post-TCPH vs. Pre-TCPH: *(p=0.006, OR=3.1, 1.6-5.8) 1C95%.
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9.3.5. Pacientes con EICH aguda y crdnica.

La Tabla 5 muestra los porcentajes de las frecuencias génicas de KIR en los pacientes que
después de un TCPH desarrollaron EICH a anterior a una EICHc, sin encontrar una
variacion significativa (p>0.05) después de comparar las frecuencias obtenidas después

del trasplante con las de la etapa previa.

De igual forma, en la Tabla 6 estdn representados los porcentajes de las frecuencias en

pacientes que desarrollaron Unicamente EICHc posterior al TCPH.

Después de comparar las frecuencias génicas en cada una de las etapas del trasplante, se
observaron diferencias especificamente para los loci 2DL5B y 2DS3 cuya frecuencia
incrementd una vez recibido el TCPH; donde solo se observd una variacién significativa

(p<0.05) en la frecuencia del gen KIR2DS3.
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Tabla 5. Frecuencias génicas de KIR en pacientes que desarrollaron EICH aguda.

Pseudogenes

2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 2DL5A 2DL5B 3DL1 3DL2 3DL3 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DS1 2DP1 3DP1

Prer-‘:;:PH 100.0 12,5 100.0 100.0 62.5 0.0 100.0 100.0 100.0 62.5 125 0.0 100.0 62.5 625 100.0 100.0
Post- TCPH

n=8 100.0 12.5 100.0 100.0 625 12.5 75.0 100.0 100.0 62.5 125 250 750 50.0 625 100.0 100.0
Donador

=8 100.0 12.5 100.0 100.0 625 12.5 62.5 100.0 100.0 62.5 125 150 625 625 625 100.0 100.0

%: Porcentaje de las frecuencias de genes KIR; KIR: Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor; TCPH: Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.

Tabla 6. Frecuencias génicas de KIR en pacientes que desarrollaron EICH crénico.

Pseudogenes

2DL1 2012 2DL3 2DL4 2DLSA 2DL5B 3DL1 3DL2 3DL3  2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DS1  2DP1  3DP1
P":":zg""' 95.0 550 950 1000 500 200 950 1000 1000 500 550 250 950 450 50.0 950 100.0
Post- TCPH 8
o 9o.o 600 900 1000 500 250 950 1000 1000 500 60.0 |45.0° 950 350 50.0  90.0 100.0
Donador
o 9o.o 600 900 1000 500 300 950 1000 1000 500 60 500 950 350 500  90.0 100.0

%: Porcentaje de las frecuencias de genes KIR; KIR: Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor; TCPH: Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.
Post-TCPH vs. Pre-TCPH : °(p=0.003, OR=2.5, 1.4-4.8) 1C95%.
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9.4. Frecuencias genotipicas de KIR

La identificacion de los genes KIR presentes en cada una de las muestras; sin tomar en
cuenta los subtipos alélicos de KIR2DL5 (2DL5A y 2DL5B), permitié determinar el genotipo
KIR de cada muestra, tras su comparacién con genotipos de referencia previamente

reportados en http://www.allelefrequencies.net, donde actualmente se describen 489

genotipos KIR diferentes que se han encontrado en 16,196 individuos de 137 poblaciones

del mundo.

Dentro de cada genotipo los genes KIR estan clasificados en dos grupos, definidos por la
presencia de miembros mutuamente excluyentes de la familia KIR2DL; donde el grupo con
KIR2DL1 y KIR2DL3 se denomind A y aquel que incluia KIR2DL2 fue designado como B;
mientras los genes marco o estructurales se agruparon con los pseudogenes. Los
porcentajes de las frecuencias para los diferentes genotipos KIR se encuentran descritos
dentro de cada una de las siguientes tablas, donde ningln genotipo no descrito en esta

referencia, se observd dentro de nuestra poblacion de estudio.

9.4.1. Pacientes con leucemia y donadores

Los genotipos identificados en pacientes con leucemia, sus donadores y en el grupo
control, los genes que conforman cada genotipo; asi como las frecuencias de cada uno de

ellos se muestran en la Tabla 7.

Se identificaron 9 genotipos en los pacientes diagnosticados con leucemia y 12 en los
donadores; mientras para el grupo control, Unicamente se muestran las frecuencias de
aquellos genotipos que aparecen tanto en pacientes leucémicos y donadores. Los
genotipos 69 y 70 no fueron identificados en pacientes leucémicos, al igual que los
genotipos 8 y 74 en el grupo control; mientras el genotipo 76 Unicamente se encontrd en

los donadores.
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Tabla 7. Frecuencias de genotipos KIR en pacientes Mexicanos con leucemia.

Genes KIR

313
21.9
18.8
9.4
3.1
3.1
6.3
31
3.1
21.9
15.6
15.6
9.4
125
3.1
3.1
3.1
69 3.1
70 6.3
74 3.1
76 3.1
1 41.7
2 15.0
3 7.5
4 133
5
6
7

® = T

O -

=
00 N O U A WN R

n=32

~N
N

m =~ 0o 3 00
00 N O L1 A WN R

w

n=32

O =30 1

2.5
0.8
4.2
69 0.8
70 0.8
Genotipos KIR reportados en http://allelefrequencies.net. La presencia del gen dentro del genotipo se indica mediante un recuadro
sombreado; mientras la ausencia se muestra por un cuadro blanco.

*: Frecuencias de genotipos KIR en poblacion mexicana reportados por Herndndez. E. (2008), %: Porcentaje de la frecuencia de
genotipos KIR, KIR: Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor, TCPH: Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.

b, 0o -
N
=)

Todos los genotipos contienen entre nueve (genotipo 1) y 16 genes por individuo
(genotipo 6). El genotipo 2 (KIR3DL1, 2DL1, 2DL3, 2DS4, 2DL5, 3DS1, 2DS1, 2DS5, 2DL4,
3DL2, 3DL3, 2DP1, 3DP1) correspondiente a un haplotipo AB y el genotipo 1 (KIR3DL1,
2DL1, 2DL3, 2DS4, 2DL4, 3DL2, 3DL3, 2DP1, 3DP1) propio de un haplotipo homocigoto A,
fueron los mas frecuentes; los cuales representan mas del 50% de los genotipos presentes
en los pacientes con leucemia y el grupo control, en comparacion con el 37.5% en los
donadores. Sin encontrar variacion significativa (p>0.05) en alguno de los genotipos

presentes en estos grupos de estudio.
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9.4.2. Pacientes con TCPH

Dentro de la Tabla 8 estdn representados los genotipos determinados en pacientes con

TCPH, los genes que conforman dichos genotipos; asi como las frecuencias de cada uno de

ellos.

Tabla 8. Frecuencias de genotipos KIR en pacientes Mexicanos con TCPH.

3DL1 | 2DL1 | 2DL3 | 2DS4 | 2DL2 | 2DL5 | 3DS1 | 2DS1 | 2DS2

2DS3 | 2DS5 | 2DL4 | 3DL2 | 3DL3 | 2DP1 | 3DP1

vO-' ®o = T

I

n=37

O - »w oD

=

n=37

m =~ 0w 3 0 0

w

n=37

1 324
2 24.3
3 16.2
4 5.4
5 5.4
6 5.4
7 5.4
8 2.7
74 2.7
1 24.3
2 135
3 10.8
4 10.8
5 5.4
6 5.4
7 10.8
8 5.4
28 2.7
69 5.4
74 2.7
76 2.7
1 24.3
2 135
3 10.8
4 8.1
5 10.8
6 2.7
7 5.4
8 5.4
28 2.7
69 5.4
70 5.4
74 2.7
76 2.7

Genotipos KIR reportados en http://allelefrequencies.net. La presencia del gen dentro del genotipo se indica mediante un recuadro

sombreado; mientras la ausencia se muestra por un cuadro blanco.

%: Porcentaje de la frecuencia de genotipos KIR, KIR: Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor, TCPH: Trasplante de células progenitoras

hematopoyéticas.
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Fueron 9 los genotipos identificados durante la etapa previa al trasplante, 12 genotipos los
observados en los pacientes trasplantados y 13 genotipos descritos en los donadores. Los
genotipos 28, 69 y 76 no se identificaron antes del trasplante ya que se adquirieron del
donador después del mismo; mientras el genotipo 70 sélo se encontrd en los donadores.
Se observo que las frecuencias genotipicas previas al trasplante, se ven modificadas por la

carga genética del donador una vez realizado el TCPH.

9.4.3. Pacientes sin EICH.

En la Tabla 9 se describen los genotipos de pacientes que no desarrollaron EICH tras

recibir un TCPH, los genes que conforman dichos genotipos; asi como sus frecuencias.

Tabla 9. Frecuencia de genotipos KIR en pacientes sin EICH.

Genes KIR

| 3DL1 | 2DL1 | 2D13 | 2Ds4 | 2DL2 | 2DL5 | 3Ds1 | 2Ds1 | 2Ds2

Pre-TCPH e
n=9

333
333
111
111
11.1

Pos-TCPH
n=9

22.2
22.2
22.2
22.2
11.1

Donadores
n=9

A U1 W N RIN O W N RIN O WN R

~N
o

22.2
22.2
22.2
111
111
11.1

Genotipos KIR reportados en http://allelefrequencies.net. La presencia del gen dentro del genotipo se indica mediante un recuadro
sombreado; mientras la ausencia se muestra por un cuadro blanco.

%: Porcentaje de la frecuencia de genotipos KIR, KIR: Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor, TCPH: Trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas.

Después de comparar las frecuencias genotipicas de pacientes sin Enfermedad de Injerto
contra Hospedero con las frecuencias encontradas en pacientes con EICH posterior al

TCPH, no se encontré variacion significativa (p>0.05) para ningun genotipo KIR.
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9.4.4. Pacientes con EICH.

Los genotipos identificados en pacientes con EICH, los genes que conforman cada uno; asi

como sus frecuencias se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Frecuencia de genotipos KIR en pacientes que desarrollaron EICH.
Genes KIR ‘

| GupoA |  GupoB | Genesmarco/Pseudogenes |

| 3011 | 211 | 2013 | 2Ds4 | 2012 | 2DL5 | 3Ds1 | 2Ds1 | 2Ds2 | 20s3 | 2Ds5 | 2014 | 3012 | 3013 | 20P1 | 3DP1 |

N ]
| |

1 32.1

P 2 21.4

r 3 17.9
e

i 4 7.1

T 5 7.1

C 6 36

v 7 36
H

e 8 3.6

74 3.6

1 25.0

2 10.7

P 3 7.1
o

4 14.3
S

i 5 7.1

T 7 10.7

C 8 7.1

- 28 36
H

n=28 69 7.1

74 36

76 3.6

1 25.0

2 10.7

D 3 7.1

° 4 10.7
n

a 5 10.7

d 7 7.1

o 8 7.1

[f 28 3.6

‘: 69 7.1

n=28 70 3.6

74 36

76 36

Genotipos KIR reportados en http://allelefrequencies.net. La presencia del gen dentro del genotipo se indica mediante un recuadro
sombreado; mientras la ausencia se muestra por un cuadro blanco.

%: Porcentaje de la frecuencia de genotipos KIR, KIR: Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor, TCPH: Trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas.

Los resultados de pacientes con EICH se contrastaron con la etapa previa al trasplante,

observando que no existe variacion significativa (p>0.05) para ningun genotipo KIR.
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9.4.5. Pacientes con EICH aguda y crénica.

Los genotipos identificados en pacientes que después de un TCPH desarrollaron EICHa

previamente a una crdénica; asi como los genes y las frecuencias de cada uno de ellos se

muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Frecuencia de genotipos KIR en pacientes que desarrollaron EICH aguda.

Genes KIR

Pre-TCPH T
I N e 2 50.0
3 12.5
1 37.5
Pos-TCPH 2 25.0
n=8 7 12.5
69 25.0
1 37.5
Donadores 2 25.0
n=8 69 25.0
70 12.5

Genotipos KIR reportados en http://allelefrequencies.net. La presencia del gen dentro del genotipo se indica mediante un recuadro
sombreado; mientras la ausencia se muestra por un cuadro blanco.

%: Porcentaje de la frecuencia de genotipos KIR, KIR: Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor, TCPH: Trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas.

Las frecuencias genotipicas de los pacientes trasplantados que desarrollaron EICHa se
contrastaron con la etapa previa al trasplante, sin encontrar variacidon significativa

(p>0.05) para ningun genotipo KIR.
En la Tabla 12 estan representados los genotipos KIR identificados en pacientes que

desarrollaron unicamente EICHc posterior al TCPH; asi como los genes que conforman los

diferentes genotipos y las frecuencias de cada uno de ellos.
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Tabla 12. Frecuencia de genotipos KIR en pacientes que desarrollaron EICH crénica.
Genes KIR

1 30.0
P 2 10.0
r 3 20.0
e
) a4 10.0
T 5 10.0
C
P 6 5.0
H 7 5.0
n=20
8 5.0
74 5.0
1 20.0
2 5.0
P 3 10.0
DU I I AN I I N S N —
s L a 20.0
3 5 10.0
SR IS S I S W —
c | 1 0 7 10.0
[
8 10.0
H
n=20 28 5.0
74 5.0
76 5.0
1 20.0
2 5.0
D
o 3 10.0
n 4 15.0
a
d 5 15.0
o 7 10.0
r
e 8 10.0
S
28 5.0
n=20 5.0
74 :
5.0

Genotipos de KIR reportados en http://allelefrequencies.net. La presencia de un gen se indica mediante un recuadro sombreado,
mientras la ausencia se muestra por un cuadro blanco. %: Porcentaje de la frecuencia de genotipos KIR; KIR: Killer cell Immunoglobulin-

like Receptor; TCPH: Trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas.

Los resultados de pacientes con EICHc se compararon con la etapa previa al trasplante,

observando que no existe variacidon significativa (p>0.05) para ningun genotipo KIR

durante las diferentes etapas del trasplante.
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9.5. Frecuencias haplotipicas de la porcidon centromérica y telomérica de KIR

Los haplotipos de la porcidon centromérica y telomérica de KIR se clasificaron de acuerdo
con la nomenclatura reportada por Hou L. (2012) y Rajalingam R. (2012); las cuales
definen que KIR2DL1, 2DL2, 2DL3 y 2DS2 son especificos para la porcion centromérica,
KIR3DL1, 3DS1, 2DS1 y 2DS4 son propios de la porcion telomérica; mientras KIR2DL5,

2DS3 y 2DS5 se pueden encontrar en ambos segmentos del haplotipo.

Con base en las caracteristicas descritas por estas dos nomenclaturas, se analizé cada uno
de los genotipos para definir ambas porciones del haplotipo. Los porcentajes de las
frecuencias haplotipicas de la porcion centromérica y telomérica de KIR observados
dentro de nuestra poblacién de estudio, se encuentran descritos en cada una de las

siguientes tablas.

9.5.1. Pacientes con TCPH

Los haplotipos de la porcidn centromérica y telomérica de KIR identificados en los
pacientes con TCPH; asi como las frecuencias y los genes que conforman cada uno de ellos

se muestran en la Tabla 13 y Tabla 14.

Se determind la presencia de tres haplotipos (A1, B1 y B2) reportados por Hou L. (2012) y
cuatro (AC1, BC1l, BC2 y BC4) descritos por Rajalingam R. (2012) en la porcion
centromérica (Tabla 13); mientras en la porcion correspondiente al teldmero se
identificaron dos haplotipos (Al y B1) reportados por Hou. L. (2012) y tres haplotipos
(AT1, BT1 y BT7) descritos por Rajalingam R. (2012). Dentro de esta porcion un haplotipo
denominado Bx o BTx no se encontrd definido por ninguna de las dos nomenclaturas
(Tabla 14); este nuevo haplotipo presentd los genes KIR2DS3 y KIR2DS5 dentro de la
porcidn telomérica de KIR y se encontrd con una frecuencia del 1.3% dentro de nuestra

poblacién de estudio (en un donador y su receptor después del trasplante).
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Tabla 13. Frecuencias de haplotipos KIR centroméricos en pacientes Mexicanos con TCPH.

Genes KIR en porcion Centromérica

e B - e b
v S |+ |
y Pre-TCPH
3pL3 2DS2 2D1.2 2DL5B 2DS3 | EEEEES——  2DP1 B1 BC1 Pos-TCPH
Pre-TCPH
3DL3 2DS2 2DL2 2DL5B 2DS5 ﬂ Bx BC4
- Pre-TCPH

Pos-TCPH
3DL3 2DS2 U B2 BC2 13.5 Pos-TCPH |

Contenido genético en la porcion centromérica de un haplotipos KIR. La porcion centromérica del haplotipo KIR esta delimitada por dos
genes marco o estructurales representados en azul, KIR2DP1 en un cuadro blanco y KIR3DP1 son pseudogenes que no expresan un
receptor, los genes que codifican para un receptor activador se muestran en amarillo y en recuadros morados se encuentran aquellos
que codifican para receptores inhibidores. Haplotip01: Haplotipos reportados por Hou L. (2012). Haplotipozz Haplotipos descritos por
Rajalingam R. (2012). %: Porcentaje de las frecuencias del haplotipo KIR en la porcidn centromérica.

| Pre-TCPH
Pos-TCPH

|

Tabla 14. Frecuencias de haplotipos KIR teloméricos en pacientes Mexicanos con TCPH.

Genes KIR en porcion Telomérica

o - - CICICIES
Pre-TCPH Pre-TCPH
H 284 -m Al Pos-TCPH PosTCPH_|
Pre-TCPH
m 3DS1 % 2DS3 I 2DS1 ﬂ

Pos-TCPH
o s ) B1

m 3DS1 + 2DS5 - 2DS1 ﬂ
y Pre-TCPHP y Pre-TCPH
m 3DS1 % 2DS3 mm  2DS5 mmm  2DS1 ﬂ Bx 1.4 Pos-TCPH BTx 14 Pos-TCPH
Contenido genético en la porcidn telomérica de un haplotipos KIR. La porcidn telomérica del haplotipo KIR esta delimitada por dos
genes marco o estructurales representados en azul, los genes que codifican para un receptor activador se muestran en amarillo y en
recuadros morados se encuentran aquellos que codifican para receptores inhibidores. Haplotipo: Haplotipos reportados por Hou L.
(2012). Haplotipoz: Haplotipos descritos por Rajalingam R. (2012). %: Porcentaje de las frecuencias del haplotipo KIR en la porcién
telomérica.

Pre-TCPH

Pos-TCPH
Pre-TCPH

Pos-TCPH

Dentro de la porcion centromérica el haplotipo mas frecuente fue el haplotipo Al o AC1;
mientras el haplotipo BC4 portando el gen KIR2DS5 fue el haplotipo con menor frecuencia
(Tabla 13). Asi mismo, el haplotipo A1l o AT1 fue el haplotipo con mayor frecuencia en la
porcion telomérica; mientras el haplotipo BT1 portando el gen KIR2DS3 fue el menos

frecuente (Tabla 14).
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9.5.2. Pacientes sin EICH.

Los haplotipos KIR de la porcién centromérica y telomérica, los genes que conforman los

diferentes haplotipos; asi como las frecuencias de cada uno de ellos en pacientes que no

desarrollaron EICH tras recibir un TCPH, se describen en la Tabla 15 y Tabla 16; donde no

se observaron variaciones significativas (p>0.05) en dichas frecuencias haplotipicas.

Genes KIR en porcion Centromérica

03 m oLz o1 D8 m m m 2P

Tabla 15. Frecuencias de haplotipos KIR centroméricos en pacientes sin EICH.

2DP1 2DL1 3DP1

Pre-TCPH
Pos-TCPH

Al AC1

| 111 | Ppre-TcPH

Pos-TCPH

B1 BC1

3DL3 2DS2 2DS5

Pre-TCPH
Pos-TcPH |

Bx BC4

3DL3 2DS2 2DL2

3DP1

——=a
=

5.6 Pre-TCPH

B2 BC2

11.1 Pos-TCPH |

Contenido genético en la porcion centromérica de un haplotipos KIR. La porcion centromérica del haplotipo KIR esta delimitada por dos
genes marco o estructurales representados en azul, KIR2DP1 en un cuadro blanco y KIR3DP1 son pseudogenes que no expresan un
receptor, los genes que codifican para un receptor activador se muestran en amarillo y en recuadros morados se encuentran aquellos
que codifican para receptores inhibidores. Haplotipolz Haplotipos reportados por Hou L. (2012). Haplotipoz: Haplotipos descritos por
Rajalingam R. (2012). %: Porcentaje de las frecuencias del haplotipo KIR en la porcidn centromérica.

Genes KIR en porcion Telomérica ‘

Tabla 16. Frecuencias de haplotipos KIR teloméricos en pacientes sin EICH.

Pre-TCPH
Pos-TCPH

Pre-TCPH
Pos-TCPH

Pre-TCPH
Pos-TCPH

Pre-TCPH

Pos-TCPH

Pre-TCPH
Pos-TCPH

m 3DS1 % 2DS3 I 2DS1 ﬂ

e e e e B1
m 3DS1 + 2DS5 - 2DS1 w
m 3DS1 % 2DS3 - 2DS5 - 2DS1 ﬂ Bx

Pre-TCPHP 0.0 Pre-TCPH

0.0 Pos-TCPH BTx 0.0

Pos-TCPH

Contenido genético en la porcion telomérica de un haplotipos KIR. La porcion telomérica del haplotipo KIR esta delimitada por dos
genes marco o estructurales representados en azul, los genes que codifican para un receptor activador se muestran en amarillo y en
recuadros morados se encuentran aquellos que codifican para receptores inhibidores. Haplotipol: Haplotipos reportados por Hou L.
(2012). Haplotipoz: Haplotipos descritos por Rajalingam R. (2012). %: Porcentaje de las frecuencias del haplotipo KIR en la porcién

telomérica.
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9.5.3. Pacientes con EICH.

En la Tabla 17 y Tabla 18 se describen los haplotipos de la porcién centromérica y
telomérica referidos en pacientes con EICH; asi como los genes que conforman los

diferentes haplotipos y las frecuencias de cada de ellos.

Tabla 17. Frecuencias de haplotipos KIR centroméricos en pacientes que desarrollaron EICH.

Genes KIR en porcion Centromérica

L~ R - f e b
v R |~ |
5.4 Pre-TCPH

3DL3 2DS2 M 2DS3 | EE—— 2DP] B1 BC1 8.9 Pos-TCPH I

| 36 | Pre-TcPH

3DL3 2DS2 w 2DS5 q Bx BC4 3.6 Pos-TCPH

Pre-TCPH
Pos-TCPH |

76.7
73.2

|

| 143 | Ppre-TcPH
3DP1 B2 BC2 14.3 Pos-TCPH

3DL3 2DS2 2DL2

Contenido genético en la porcién centromérica de un haplotipos KIR. La porcién centromérica del haplotipo KIR estad delimitada por dos
genes marco o estructurales representados en azul, KIR2DP1 en un cuadro blanco y KIR3DP1 son pseudogenes que no expresan un
receptor, los genes que codifican para un receptor activador se muestran en amarillo y en recuadros morados se encuentran aquellos
que codifican para receptores inhibidores. Haplotipolz Haplotipos reportados por Hou L. (2012). Haplotipozz Haplotipos descritos por
Rajalingam R. (2012). %: Porcentaje de las frecuencias del haplotipo KIR en la porcidn centromérica.

Tabla 18. Frecuencias de haplotipos KIR teloméricos en pacientes que desarrollaron EICH.

Genes KIR en porcion Telomérica

v R e S B B
Pre-TCPH Pre-TCPH
3.6 Pre-TCPH

m 3DS1 W 2DS3 I 2DS1 ﬂ

8.9 Pos-TCPH
e e s s e Bl

m 3DS1 + 2DS5 mm  2DS1 ﬂ
! Pre-TCPHP 0.0 Pre-TCPH
m 3DS1 % 2DS3 mm  2DS5 mmm  2DS1 ﬂ Bx 1.8 Pos-TCPH | BTx 1.8 Pos-TCPH |

Contenido genético en la porcion telomérica de un haplotipos KIR. La porcion telomérica del haplotipo KIR esta delimitada por dos
genes marco o estructurales representados en azul, los genes que codifican para un receptor activador se muestran en amarillo y en
recuadros morados se encuentran aquellos que codifican para receptores inhibidores. Haplotipolz Haplotipos reportados por Hou L.
(2012). Haplotipoz: Haplotipos descritos por Rajalingam R. (2012). %: Porcentaje de las frecuencias del haplotipo KIR en la porcién
telomérica.

Pre-TCPH

Pos-TCPH

25.0
21.4

Pre-TCPH
Pos-TCPH

Dentro de este grupo, no se encontraron variaciones significativas (p>0.05) en las
frecuencias haplotipicas de las porciones centromérica y telomérica de KIR, tras comparar

el pretrasplante con el postrasplante.
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9.5.4. Pacientes con EICH aguda y cronica.

La Tabla 19 y Tabla 20 muestran los haplotipos identificados en la porcidon centromérica y
telomérica de KIR, los genes que conforman los diferentes haplotipos y sus frecuencias en

los pacientes que después de un TCPH desarrollaron EICHa previa a una crénica.

Tabla 19. Frecuencias de haplotipos KIR centroméricos en pacientes que desarrollaron EICH aguda.

Genes KIR en porcion Centromérica

P m iz #PLeB m m 20rt 2Pt

0.0 Pre-TCPH

| 00 | Pre-TcPH
3DL3 2DS2 2DL2 2DL5B 2DS5 q Bx BC4 0.0 Pos-TCPH

Pre-TCPH
Pos-TCPH |

93.8
93.8

|

| 63 | Pre-TcPH
0

3DP1 B2 BC2 0. Pos-TCPH |

Contenido genético en la porcién centromérica de un haplotipos KIR. La porcién centromérica del haplotipo KIR estad delimitada por dos
genes marco o estructurales representados en azul, KIR2DP1 en un cuadro blanco y KIR3DP1 son pseudogenes que no expresan un
receptor, los genes que codifican para un receptor activador se muestran en amarillo y en recuadros morados se encuentran aquellos
que codifican para receptores inhibidores. Haplotipolz Haplotipos reportados por Hou L. (2012). Haplotipozz Haplotipos descritos por
Rajalingam R. (2012). %: Porcentaje de las frecuencias del haplotipo KIR en la porcidn centromérica.

3DL3 2DS2 2DL2

Tabla 20. Frecuencias de haplotipos KIR teloméricos en pacientes que desarrollaron EICH aguda.

Genes KIR en porcion Telomérica

Pre-TCPH Pre-TCPH

Pre-TCPH

Pre-TCPH
Pos-TCPH
m 3DS1 # 2DS3 I 2DS1 ﬂ
e e B - Bl
m 3DS1 + 2DS5 - 2DS1 ﬂ

Pos-TCPH
31.2 Pre-TCPH

Pos-TCPH

0.0 Pre-TCPHP
0.0 Pos-TCPH

0.0 Pre-TCPH
0.0 Pos-TCPH

m 3DS1 q :I i 2DS3 mm  2DS5 mm  2DS1 ﬂ Bx BTx
Contenido genético en la porcion telomérica de un haplotipos KIR. La porcion telomérica del haplotipo KIR esta delimitada por dos
genes marco o estructurales representados en azul, los genes que codifican para un receptor activador se muestran en amarillo y en
recuadros morados se encuentran aquellos que codifican para receptores inhibidores. Haplotipo™: Haplotipos reportados por Hou L.
(2012). Haplotipo™: Haplotipos descritos por Rajalingam R. (2012). %: Porcentaje de las frecuencias del haplotipo KIR en la porciéon
telomérica.

En el grupo de EICHa so se encontrd una variacion significativa (p>0.05) en las frecuencias
haplotipicas de la porcidn telomérica y centromérica de KIR, después de compararlas con

las obtenidas durante el pretrasplante.
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Dentro de las Tablas 21 y 22 se encuentran representados los haplotipos que fueron

identificados en pacientes que Unicamente desarrollaron EICHc posterior al TCPH; asi

como las frecuencias y los genes que conforman cada uno de ellos, donde no se

observaron variaciones significativas (p>0.05) en dichas frecuencias haplotipicas.

Genes KIR en porcion Centromérica

2DL3

P m oLz

Tabla 21. Frecuencias de haplotipos KIR centroméricos en pacientes que desarrollaron EICH crénica.

2DP1 2DL1 3DP1

3DL3

2DS2 2DS3 I 2DP1 2DL1 3DP1

3DL3

2DS2 2DL2 2DL5B 2DS5

3DL3

3DP1

—
=

70.0 Pre-TCOH
A1 AC1 650 | Pos-TCPH
| 75 | Ppre-TcPH
B1 BC1 10.0 Pos-TCPH
| 50 | Ppre-TcPH

Bx BC4 5.0 Pos-TcPH |
17.5 | Pre-TCPH

B2 BC2 20.0 | Pos-TCPH |

Contenido genético en la porcion centromérica de un haplotipos KIR. La porcion centromérica del haplotipo KIR esta delimitada por dos
genes marco o estructurales representados en azul, KIR2DP1 en un cuadro blanco y KIR3DP1 son pseudogenes que no expresan un
receptor, los genes que codifican para un receptor activador se muestran en amarillo y en recuadros morados se encuentran aquellos
que codifican para receptores inhibidores. Haplotip01: Haplotipos reportados por Hou L. (2012). Haplotipozz Haplotipos descritos por
Rajalingam R. (2012). %: Porcentaje de las frecuencias del haplotipo KIR en la porcidn centromérica.

Genes KIR en porcion Telomérica ‘

Tabla 22. Frecuencias de haplotipos KIR teloméricos en pacientes que desarrollaron EICH crénica.

Pre-TCPH
Pos-TCPH

Pre-TCPH
Pos-TCPH

Pre-TCPH
Pos-TCPH

Pre-TCPH

Pos-TCPH

Pre-TCPH
Pos-TCPH

m 3DS1 % 2DS3 . 2DS5 - 2DS1 ﬂ

H - m AL
m 3DS1 % Ips3 A E— 1| w
e o e e T B1
m 3Ds1 + 2Dss  EE 2psi ﬂ
Bx

Pre-TCPH
Pos-TCPH

Pre-TCPHP

BTx 2.5

2.5 Pos-TCPH

Contenido genético en la porcion telomérica de un haplotipos KIR. La porcion telomérica del haplotipo KIR esta delimitada por dos
genes marco o estructurales representados en azul, los genes que codifican para un receptor activador se muestran en amarillo y en
recuadros morados se encuentran aquellos que codifican para receptores inhibidores. Haplotipol: Haplotipos reportados por Hou L.
(2012). Haplotipoz: Haplotipos descritos por Rajalingam R. (2012). %: Porcentaje de las frecuencias del haplotipo KIR en la porcién

telomérica.
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9.6. Frecuencias alélicas de KIR

El método PCR-SSP de mediana resolucion diferencia dos variantes dentro de la secuencia
del exén 5 de KIR2DS4 y KIR3DP1, lo cual permitié clasificar los alelos de dicho gen y
pseudogen en dos grupos; el primero con las variantes que contienen su secuencia de
nucledtidos completa (KIR2DS4*001/011/014/015 o KIR3DP1*001/002/004/007/009) y
otro con las variantes que presentan una delecion de 22pb dentro de su secuencia
(KIR2DS4*003/004/006/007/008/009/010/012/013 o KIR3DP1*003/005/006/008/010).
Posteriormente, el genotipo de KIR2DS4 y KIR3DP1 se obtuvo tras analizar los grupos
alélicos (variantes con delecion y sin delecién) presentes en cada individuo. Las
frecuencias alélicas y genotipicas de KIR2DS4 y KIR3DP1 se determinaron por conteo

directo y se encuentran descritas en cada una de las siguientes tablas.

9.6.1. Frecuencias alélicas y genotipicas del gen KIR2DS4

9.6.1.1. Pacientes con TCPH.

Las frecuencias alélicas de KIR2DS4 identificadas en pacientes con diversas enfermedades

hemato-oncoldgicas que recibieron un TCPH, se muestran en la Tabla 23.

Tabla 23. Frecuencias alélicas de KIR2DS4 en pacientes Mexicanos con TCPH.

Pre-TCPH Pos-TCPH | Donadores
Grupo alélico de KIR2DS4 n=54 n=52 n=49
(%) (%) (%)
. . .. KIR2DS4*001/011
Variantes sin delecién /014/015 55.6 46.2 49.0
. .. KIR2DS4*003/004/006/007
Variantes con delecién /008/009/010/012/013 44 .4 53.8 51.0

%: Porcentaje de las frecuencias alélicas del gen KIR2DS4; Variantes sin delecién: Grupo de alelos que contienen la secuencia de
nucleétidos completa del gen KIR2DS4; Variantes con delecion: Grupo de alelos que han perdido 22pb de la secuencia del gen KIR2DS4.

En los pacientes con enfermedad hemato-oncoldgica, las frecuencias de los alelos de
KIR2DS4 que portan la delecién (KIR2DS4*003-004/006-010/012-013) al igual que los
alelos que presentan la secuencia completa del gen (KIR2DS4*001/011/014-015)

mostraron ser similares después de recibir el TCPH, tal como se observa en la Tabla 23.
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Las frecuencias genotipicas de KIR2DS4 encontradas en pacientes con TCPH, se describen

en la Tabla 24.

Tabla 24. Frecuencias genotipicas de KIR2DS4 en pacientes Mexicanos con TCPH.

Genotipos con base
en los grupos alélicos

de KIR2DS4

n=37

x/x 2.7 8.1 13.5
x/F 37.8 243 18.9
x/D 10.8 18.9 21.6
F/F 10.8 10.8 13.5
F/D 21.6 21.6 18.9
D/D 16.2 16.2 13.5

%: Porcentaje de las frecuencias genotipicas de KIR2DS4 con base en sus grupos alélicos; x/x: Genotipo carente del gen KIR2DS4; x/F o
x/D: Genotipo portando un solo alelo del gen KIR2DS4; F/F o D/D: Genotipo con dos alelos pertenecientes al mismo grupo alélico de
KIR2DS4; F/D: Genotipo con dos alelos pertenecientes a diferente grupo alélico de KIR2DS4; F: Grupo de alelos que presentan la
secuencia completa de KIR2DS4 (KIR2DS4*001/011/014/015); D: Grupo de alelos que tienen una delecion de 22pb dentro de la
secuencia de KIR2DS4 (KIR2DS4*003/004/006/007/008/009/010/012/013).

Se observé que un bajo porcentaje de pacientes con enfermedad hemato-oncoldgica
(2.7%) no porta el gen KIR2DS4 en comparacion con los donadores (13.5%); lo cual influyd
en los pacientes trasplantados, incrementando a un 7.7% la frecuencia del genotipo x/x

que carece de dicho (Tabla 24).

En los pacientes con enfermedad hemato-oncolédgica que portan un solo alelo del gen
KIR2DS4, |a frecuencia del genotipo x/D que agrupa las variantes con la delecién de 22pb
(KIR2DS4*003-004/006-010/012-013) es menor comparado con la del genotipo x/F que
concentra los alelos KIR2DS4*001/011/014-015 con la secuencia completa del gen (10.8%
vs 37.8%). Ademas se percibié un incremento del genotipo x/D (hemicigoto para las
variantes con delecidén) en pacientes trasplantados vs el pretrasplante (18.9% vs 10.8%);
mientras el genotipo x/F (hemicigoto para los alelos portadores del gen completo) mostré
una disminucion (24.3% vs 37.8%), esto debido a la carga genética de los donadores
obtenida ganada por los pacientes tras recibir el TCPH. Finalmente, las frecuencias de los

genotipos portando dos alelos de KIR2DS4, no mostraron diferencias (Tabla 24).
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9.6.1.2. Pacientes sin EICH.

En la Tabla 25 estan representadas las frecuencias de los grupos alélicos de KIR2DS4
determinadas en pacientes que no desarrollaron EICH tras recibir un TCPH, donde no se

encontraron diferencias tras compararlas con los pacientes que desarrollaron EICH.

Tabla 25. Frecuencias alélica de KIR2DS4 en pacientes sin EICH.

Pre-TCPH Pos-TCPH | Donadores

Grupo alélico de KIR2DS4 n=12 n=12 n=11
(%) (%) (%)
. . > KIR2DS4*001/011
Variantes sin delecion /014/015 58.3 58.3 63.6
. .. KIR2DS4*003/004/006/007
Variantes con delecién /008/009/010/012/013 41.7 41.7 36.4

%: Porcentaje de las frecuencias alélicas del gen KIR2DS4; Variantes sin delecidn: Grupo de alelos que contienen la secuencia de
nucledtidos completa del gen KIR2DS4; Variantes con delecién: Grupo de alelos que han perdido 22pb de la secuencia del gen KIR2DS4.

Las frecuencias del genotipo de KIR2DS4 en pacientes sin EICH se describen en la Tabla 26.

Tabla 26. Frecuencias genotipicas de KIR2DS4 en pacientes sin EICH.
Genotipos con base
en los grupos alélicos

de KIR2DS4

n=9

X/x 0.0 0.0 111
x/F 55.6 55.6 55.6
x/D 22.2 111 0.0
F/F 111 0.0 0.0
F/D 0.0 22.2 22.2
D/D 111 111 111

%: Porcentaje de las frecuencias genotipicas de KIR2DS4 con base en sus grupos alélicos; x/x: Genotipo carente del gen KIR2DS4; x/F o
x/D: Genotipo portando un solo alelo del gen KIR2DS4; F/F o D/D: Genotipo con dos alelos pertenecientes al mismo grupo alélico de
KIR2DS4; F/D: Genotipo con dos alelos pertenecientes a diferente grupo alélico de KIR2DS4; F: Grupo de alelos que presentan la
secuencia completa de KIR2DS4 (KIR2DS4*001/011/014/015); D: Grupo de alelos que tienen una delecion de 22pb dentro de la
secuencia de KIR2DS4 (KIR2DS4*003/004/006/007/008/009/010/012/013).

Unicamente un donador carece del gen KIR2DS4; mientras todos los pacientes durante
ambas etapas del trasplante y sus donadores portan por lo menos una variante de
KIR2DS4. En los pacientes sin EICH que portan un solo alelo de KIR2DS4, se identificaron
con menor frecuencia las variantes KIR2DS4*003-010/012-013 con la delecion de 22pb, en
comparacion con el genotipo que presenta los alelos KIR2DS4*001/011/014-015

portadores de la secuencia completa de gen (11.1% vs 55.6%). Sin encontrar variaciones

significativas (p>0.05) para ninguno de los genotipos (Tabla 26).
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9.6.1.3. Pacientes con EICH.

En la Tabla 27 se describen las frecuencias de los grupos alélicos del gen KIR2DS4

encontradas en pacientes que desarrollaron EICH posterior al TCPH.

Tabla 27. Frecuencias alélicas de KIR2DS4 en pacientes que desarrollaron EICH.

Pre-TCPH Pos-TCPH | Donadores

Grupo alélico de KIR2DS4 n=42 n=40 n=38
(%) (%) (%)
. . 04 KIR2DS4*001/011
Variantes sin delecién /014/015 54.8 42.5 44.7
. .. KIR2DS4*003/004/006/007
Variantes con delecién /008/009/010/012/013 45.2 57.5 55.3

%: Porcentaje dI gen KIR2DS4; Variantes sin delecion: Grupo de alelos que contienen la secuencia de
nucledtidos completa del gen KIR2DS4; Variantes con delecion: Grupo de alelos que han perdido 22pb de la secuencia del gen KIR2DS4.
Las frecuencias observadas en ambos grupos alélicos de KIR2DS4 (variantes KIR2DS4*003-
004/006-010/012-013 que portan la delecidon; asi como las que presentan el fragmento
completo KIR2DS4*001/011/014-015), no mostraron variaciones significativas (p>0.05)
tras comparar a los pacientes que desarrollaron EICH con la etapa previa al trasplante

(Tabla 27).

La Tabla 28 muestra las frecuencias del genotipo de KIR2DS4 observadas en pacientes con

EICH.

Tabla 28. Frecuencias genotipicas de KIR2DS4 en pacientes que desarrollaron EICH.
Genotipos con base
en los grupos alélicos

de KIR2DS4

n=28

x/x 3.6 10.7 14.3
x/F 32.1 14.':"a 7.0
x/D 10.7 21.4° 28.6
F/F 10.7 14.3 17.9
F/D 28.6 21.4 17.9
D/D 14.3 17.9 14.3

%: Porcentaje de las frecuencias genotipicas de KIR2DS4 con base en sus grupos alélicos; x/x: Genotipo carente del gen KIR2DS4; x/F o
x/D: Genotipo portando un solo alelo del gen KIR2DS4; F/F o D/D: Genotipo con dos alelos pertenecientes al mismo grupo alélico de
KIR2DS4; F/D: Genotipo con dos alelos pertenecientes a diferente grupo alélico de KIR2DS4; F: Grupo de alelos que presentan la
secuencia completa de KIR2DS4 (KIR2DS4*001/011/014/015); D: Grupo de alelos que tienen una delecion de 22pb dentro de la
secuencia de KIR2DS4 (KIR2DS4*003/004/006/007/008/009/010/012/013).

a b
Pre-TCPH vs. Pos-TCPH: (p=0.003, OR=0.4, 0.2-0.7), (p=0.03, OR=2.4, 1.1-5.4) IC95%
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En las muestras que portan obligatoriamente un solo alelo del gen KIR2DS4, se percibid un
incremento del genotipo x/D (hemicigoto para las variantes con delecién KIR2DS4*003-
004/006-010/012-013) en pacientes que desarrollaron EICH comparado con el
pretrasplante (21.4% vs 10.7%); mientras el genotipo x/F (hemicigoto para los alelos
portadores del gen completo KIR2DS4*001/011/014/015) mostré una disminucién (14.3%
vs 32.1%), observandose una variacién estadistica (p<0.05) sobre dichos genotipos. Pero
no se observaron diferencias en las frecuencias de los genotipos portando dos alelos del

gen KIR2DS4 (Tabla 28).

9.6.1.4. Pacientes con EICH aguda y crénica.

La Tabla 29 muestra los grupos alélicos de KIR2DS4 identificados en los pacientes que

después de un TCPH desarrollaron EICHa previamente a una crdnica.

Tabla 29. Frecuencias alélicas de KIR2DS4 en pacientes que desarrollaron EICH aguda.

Pre-TCPH Pos-TCPH | Donadores

Grupo alélico de KIR2DS4 n=11 n=10 n=8
(%) (%) (%)
. . - KIR2DS4*001/011
Variantes sin delecion /014/015 63.3 50.0 50.0
. .. KIR2DS4*003/004/006/007
Variantes con delecién /008/009/010/012/013 36.4 50.0 50.0

%: Porcentaje de las frecuencias alélicas del gen KIR2DS4; Variantes sin delecion: Grupo de alelos que contienen la secuencia de
nucleétidos completa del gen KIR2DS4; Variantes con delecion: Grupo de alelos que han perdido 22pb de la secuencia del gen KIR2DS4.
Al comparar las frecuencias de ambos grupos alélicos de KIR2DS4 (variantes KIR2DS4*003-
004/006-010/012-013 que portan la delecidon; asi como las que presentan el fragmento
completo del gen KIR2DS4*001/011/014-015) de los pacientes que desarrollaron EICHa

con la etapa pretrasplante, no mostraron diferencias (Tabla 29).

En la Tabla 30 se describen las frecuencias del genotipo de KIR2DS4 observadas en

pacientes que desarrollaron EICHa.
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Tabla 30. Frecuencias genotipicas de KIR2DS4 en pacientes que desarrollaron EICH aguda.
Genotipos con base
en los grupos alélicos

de KIR2DS4

n=9

x/x 0.0 25.0 37.8
x/F 50.0 12.5 12.5
x/D 12.5 12.5 12.5
F/F 125 125 12.5
F/D 12.5 25.0 12.5
D/D 12.5 12.5 12.5

%: Porcentaje de las frecuencias genotipicas de KIR2DS4 con base en sus grupos alélicos; x/x: Genotipo carente del gen KIR2DS4; x/F o
x/D: Genotipo portando un solo alelo del gen KIR2DS4; F/F o D/D: Genotipo con dos alelos pertenecientes al mismo grupo alélico de
KIR2DS4; F/D: Genotipo con dos alelos pertenecientes a diferente grupo alélico de KIR2DS4; F: Grupo de alelos que presentan la
secuencia completa de KIR2DS4 (KIR2DS4*001/011/014/015); D: Grupo de alelos que tienen una delecion de 22pb dentro de la
secuencia de KIR2DS4 (KIR2DS4*003/004/006/007/008/009/010/012/013).

Un 37.8% de los donadores carece del gen KIR2DS4; esto influyd sobre la carga genética
de los pacientes trasplantados que desarrollaron EICHa, pues el 25.0% de ellos perdieron
dicho gen después de recibir el trasplante, ya que todos estos pacientes durante la etapa
previa al trasplante tenian por lo menos un alelo del gen KIR2DS4. En cuanto a las
muestras que portan un solo alelo del gen KIR2DS4, al igual que para aquellas portando

dos alelos, no se encontraron variaciones significativas (p>0.05) en sus frecuencias dentro

de este grupo de pacientes (Tabla 30).

De igual forma en la Tabla 31 estan representados los grupos alélicos de KIR2DS4
identificados en pacientes que desarrollaron Unicamente EICHc, donde no se encontraron

variaciones significativas (p>0.05).

Tabla 31. Frecuencias alélicas de KIR2DS4 en pacientes que desarrollaron EICH crénica.

Pre-TCPH Pos-TCPH | Donadores
Grupo alélico de KIR2DS4 n=31 n=31 n=30
(%) (%) (%)
. . .. KIR2DS4*001/011
Variantes sin delecion /014/015 48.7 41.9 43.3
. .. KIR2DS4*003/004/006/007
Variantes con delecién /008/009/010/012/013 51.6 58.1 56.7

%: Porcentaje de las frecuencias alélicas del gen KIR2DS4; Variantes sin delecidn: Grupo de alelos que contienen la secuencia de
nucleétidos completa del gen KIR2DS4; Variantes con delecion: Grupo de alelos que han perdido 22pb de la secuencia del gen KIR2DS4.
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Las frecuencias del genotipo de KIR2DS4 observadas en pacientes que desarrollaron EICHc

se muestran en la Tabla 32.

Tabla 32. Frecuencias genotipicas de KIR2DS4 en pacientes que desarrollaron EICH crénica.
Genotipos con base
en los grupos alélicos

de KIR2DS4

n=20

x/x 5.0 5.0 5.0
x/F 25.0 5.0° 5.0
x/D 10.0 3o_ob 35.0
F/F 10.0 15.0 20.0
F/D 30.0 30.0 20.0
D/D 20.0 15.0 15.0

%: Porcentaje de las frecuencias genotipicas de KIR2DS4 con base en sus grupos alélicos; x/x: Genotipo carente del gen KIR2DS4; x/F o
x/D: Genotipo portando un solo alelo del gen KIR2DS4; F/F o D/D: Genotipo con dos alelos pertenecientes al mismo grupo alélico de
KIR2DS4; F/D: Genotipo con dos alelos pertenecientes a diferente grupo alélico de KIR2DS4; F: Grupo de alelos que presentan la
secuencia completa de KIR2DS4 (KIR2DS4*001/011/014/015); D: Grupo de alelos que tienen una delecion de 22pb dentro de la
secuencia de KIR2DS4 (KIR2DS4*003/004/006/007/008/009/010/012/013).

Se encontré que sélo el 5.0% de los pacientes durante ambas etapas del trasplante y sus
donadores carecen del gen KIR2DS4; mientras el resto tienen por lo menos un alelo de

dicho gen (Tabla 32).

De las muestras acarreando Unicamente un alelo del gen KIR2DS4, se encontrd que en los
pacientes que desarrollaron EICHc fue mayor la frecuencia del genotipo x/D portador de
los alelos KIR2DS4*003-004/006-010/012-013 con delecién (30.0%), en comparacidn con
el genotipo x/F que exhibe los alelos KIR2DS4*001/011/014-015 acarreando la secuencia
completa del gen (5.0%). Se observé un incremento del genotipo x/D (hemicigoto para los
alelos con delecidn) en los pacientes con EICHc comparado con la etapa previa al
trasplante (30.0% vs 10.0%); mientras que para el genotipo x/F (hemicigoto para los alelos
portando la secuencia completa) mostré una disminucidon en su frecuencia (5.0% vs
25.0%), encontrando una variacion significativa (p<0.05) en los pacientes con EICHc
portando tales alelos. Sin embargo, no se observaron diferencias en las frecuencias de los

genotipos acarreando dos alelos de KIR2DS4 (Tabla 32).
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9.6.2. Frecuencias alélicas del pseudogen KIR3DP1

9.6.2.1. Pacientes con TCPH.

Las frecuencias alélicas de KIR3DP1 identificadas en pacientes con diversas enfermedades

hemato-oncoldgicas que recibieron un TCPH, se muestran en la Tabla 33.

Tabla 33. Frecuencias alélicas de KIR3DP1 en pacientes Mexicanos con TCPH.

Grupo alélico de KIR3DP1 Pre-TCPH Pos-TCPH | Donadores
n=74 n=74 n=74
(%) (%) (%)
Variantes sin delecién KIR3DP/;’;(;(;;{)(;OZ/OO4 9.5 13.5 12.2
%
Variantes con delecién KIR3DP/:)0(;(;.::)/1(2)05/006 90.5 86.5 87.8

%: Porcentaje de las frecuencias alélicas del pseudogen KIR3DP1; Variantes sin delecién: Grupo de alelos que contienen la secuencia de
nucledtidos completa de KIR3DP1; Variantes con delecién: Grupo de alelos que han perdido 22pb de la secuencia del pseudogen
KIR3DP1.

En los pacientes con enfermedad hemato-oncolégica, las frecuencias de los alelos de
KIR3DP1 que portan la delecion (KIR3DP1*003/005-006/008/010) al igual que los alelos
que presentan la secuencia completa del gen (KIR3DP1*001-002/004/007/009) mostraron
ser similares después de recibir el TCPH. Tal como se observa en la Tabla 32, fue mayor la
frecuencia de los alelos KIR3DP1*003/005-006/008/010 portando la delecién en
comparacion con la frecuencia de los alelos KIR3DP1*001-002/004/007/009 que

presentan la secuencia completa del pseudogen (9.5% vs 90.5%).

Las frecuencias del genotipo de KIR3DP1 encontradas en pacientes con TCPH, se describen

en la Tabla 34.

Tabla 34. Frecuencias genotipicas de KIR3DP1 en pacientes Mexicanos con TCPH.

Genotipos con base
en los grupos alélicos

de KIR3DP1
n=37
F/F 0.0 0.0 0.0
F/D 18.9 27.0 243
D/D 81.1 73.0 75.7

%: Porcentaje de las frecuencias genotipicas de KIR3DP1 con base en sus grupos alélicos; F/F o D/D: Genotipo con dos alelos
pertenecientes al mismo grupo alélico del pseudogen KIR3DP1; F/D: Genotipo con dos alelos pertenecientes a diferente grupo alélico
de KIR3DP1; F: Grupo de alelos que presentan la secuencia completa de KIR3DP1 (KIR3DP1*001-002/004/007/009); D: Grupo de alelos
que tienen una delecién de 22pb dentro de la secuencia del pseudogen KIR3DP1 (KIR3DP1*003/005-006/008/010).
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En cuanto a los genotipos del pseudogen KIR3DP1 encontrados en pacientes con
enfermedad hemato-oncoldgica, se determind que todas las muestras poseen dos alelos
de este pseudogen. Sin embargo, no se encontraron muestras con un genotipo F/F
portando dos alelos que contienen la secuencia completa de KIR3DP1 (K/IR3DP1*001-
002/004/007/009), encontrando con mayor frecuencia el genotipo D/D portador de dos
alelos KIR3DP1*003/005-006/008/010 con la delecion de 22pb (81.1% vs 18.9%), en
comparacion con el genotipo heterocigoto F/D (KIR3DP1*001-002/004/007/009 -
KIR3DP1*003/005-006/008/010) que porta dos alelos del pseudogen KIR3DP1

pertenecientes a un grupo alélico diferente (Tabla 34).

9.6.2.2. Pacientes sin EICH.

Las frecuencias de los grupos alélicos de KIR3DP1 determinados en pacientes que no

desarrollaron EICH tras recibir un TCPH se describen en la Tabla 35.

Tabla 35. Frecuencias alélicas de KIR3DP1 en pacientes sin EICH.

Grupo alélico de KIR3DP1 Pre-TCPH Pos-TCPH | Donadores
n=18 n=18 n=18
(%) (%) (%)
. . 0 KIR3DP1*001/002/004
Variantes sin delecion /007/009 5.6 11.1 11.1
. o KIR3DP1*003/005/006
Variantes con delecién /008/010 94.4 88.9 88.9

%: Porcentaje de las frecuencias alélicas del pseudogen KIR3DP1; Variantes sin delecién: Grupo de alelos que contienen la secuencia de
nucledtidos completa de KIR3DP1; Variantes con delecion: Grupo de alelos que han perdido 22pb de la secuencia del pseudogen
KIR3DP1.

No se encontraron variaciones significativas (p>0.05) para las frecuencias observadas en
ambos grupos alélicos del pseudogen KIR3DP1 (variantes KIR3DP1*003/005-006/008/010
gue portan la delecidn de 22pb; asi como las que presentan el fragmento completo del
pseudogen KIR3DP1*001-002/004/007/009), al comparar a los pacientes que no

desarrollaron EICH con la etapa pretrasplante (Tabla 35).
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Las frecuencias del genotipo de KIR3DP1 observadas en pacientes sin EICH se describen en

la Tabla 36, sin encontrar diferencias dentro de este grupo.

Tabla 36. Frecuencias genotipicas de KIR3DP1 en pacientes sin EICH.
Genotipos con base
en los grupos alélicos

de KIR3DP1
n=9
F/F 0.0 0.0 0.0
F/D 11.1 22.2 22.2
D/D 88.9 77.8 77.8

%: Porcentaje de las frecuencias genotipicas de KIR3DP1 con base en sus grupos alélicos; F/F o D/D: Genotipo con dos alelos
pertenecientes al mismo grupo alélico del pseudogen KIR3DP1; F/D: Genotipo con dos alelos pertenecientes a diferente grupo alélico
de KIR3DP1; F: Grupo de alelos que presentan la secuencia completa de KIR3DP1 (KIR3DP1*001-002/004/007/009); D: Grupo de alelos
que tienen una delecién de 22pb dentro de la secuencia del pseudogen KIR3DP1 (KIR3DP1*003/005-006/008/010).

9.6.2.3. Pacientes con EICH.

En la Tabla 37 se encuentran las frecuencias alélicas del pseudogen KIR3DP1 identificadas

en pacientes con EICH.

Tabla 37. Frecuencias alélicas de KIR3DP1 en pacientes que desarrollaron EICH.

Grupo alélico de KIR3DP1 Pre-TCPH Pos-TCPH | Donadores
n=40 n=40 n=40
(%) (%) (%)
. . 0 KIR3DP1*001/002/004
Variantes sin delecién /007/009 10.6 14.3 12.5
. .. KIR3DP1*003/005/006
Variantes con delecion /008/010 89.3 85.7 87.5

%: Porcentaje de las frecuencias alélicas del pseudogen KIR3DP1; Variantes sin delecién: Grupo de alelos que contienen la secuencia de
nucledtidos completa de KIR3DP1; Variantes con delecion: Grupo de alelos que han perdido 22pb de la secuencia del pseudogen
KIR3DP1.

Las frecuencias observadas en ambos grupos alélicos de KIR3DP1 (variantes
KIR3DP1*003/005-006/008/010 que portan la delecidon, asi como las que presentan el
fragmento completo del gen KIR3DP1*001-002/004/007/009), no mostraron variaciones

significativas (p>0.05) tras comparar los pacientes que desarrollaron EICH con la etapa

previa al trasplante (Tabla 37).
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Las frecuencias del genotipo de KIR3DP1 encontradas en pacientes que desarrollaron
EICH, se muestran en la Tabla 38; donde no se encontraron diferencias al compararlas con

las frecuencias del pretrasplante

Tabla 38. Frecuencias genotipicas de KIR3DP1 en pacientes que desarrollaron EICH.

Genotipos con base
en los grupos alélicos

de KIR3DP1
n=28
F/F 0.0 0.0 0.0
F/D 21.4 28.6 25.0
D/D 78.6 71.4 75.0

%: Porcentaje de las frecuencias genotipicas de KIR3DP1 con base en sus grupos alélicos; F/F o D/D: Genotipo con dos alelos
pertenecientes al mismo grupo alélico del pseudogen KIR3DP1; F/D: Genotipo con dos alelos pertenecientes a diferente grupo alélico
de KIR3DP1; F: Grupo de alelos que presentan la secuencia completa de KIR3DP1 (KIR3DP1*001-002/004/007/009); D: Grupo de alelos
que tienen una delecién de 22pb dentro de la secuencia del pseudogen KIR3DP1 (KIR3DP1*003/005-006/008/010).

9.6.2.4. Pacientes con EICH aguda y crénica.

La Tabla 39 muestra la frecuencia de los grupos alélicos de KIR3DP1 identificados en los

pacientes que después de un TCPH desarrollaron EICHa previamente a una crdnica.

Tabla 39. Frecuencias alélicas de KIR3DP1 en pacientes que desarrollaron EICH aguda.

Grupo alélico de KIR3DP1 Pre-TCPH Pos-TCPH | Donadores
n=16 n=16 n=16
(%) (%) (%)
. . . . KIR3DP1*001-002/004
Variantes sin delecion /007/009 6.3 0.0 0.0
. .. KIR3DP1*003/005-006
Variantes con delecién /008/010 93.8 100.0 100.0

%: Porcentaje de las frecuencias alélicas del pseudogen K/IR3DP1; Variantes sin delecidn: Grupo de alelos que contienen la secuencia de
nucleétidos completa de KIR3DP1; Variantes con delecion: Grupo de alelos que han perdido 22pb de la secuencia del pseudogen
KIR3DP1.

Aunque para los grupos alélicos de KIR3DP1 no se observaron diferencias entre las
frecuencias de pacientes con enfermedad aguda después de compararlas con la etapa del
pretrasplante, se encontré que las variantes KIR3DP1*003/005-006/008/010, con la

delecidn de 22pb fueron las mds frecuentes en el grupo de EICHa (Tabla 39).
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Las frecuencias del genotipo de KIR3DP1 observadas en pacientes que desarrollaron EICHa
se observan en la Tabla 40, las cuales no mostraron diferencias dentro de esta poblacion

de estudio.

Tabla 40. Frecuencias genotipicas de KIR3DP1 en pacientes que desarrollaron EICH aguda.
Genotipos con base
en los grupos alélicos

de KIR3DP1
n=9 I
F/F 0.0 0.0 0.0
F/D 12.5 0.0 0.0
D/D 87.5 100.0 100.0

%: Porcentaje de las frecuencias genotipicas de KIR3DP1 con base en sus grupos alélicos; F/F o D/D: Genotipo con dos alelos
pertenecientes al mismo grupo alélico del pseudogen KIR3DP1; F/D: Genotipo con dos alelos pertenecientes a diferente grupo alélico
de KIR3DP1; F: Grupo de alelos que presentan la secuencia completa de KIR3DP1 (KIR3DP1*001-002/004/007/009); D: Grupo de alelos
que tienen una delecién de 22pb dentro de la secuencia del pseudogen KIR3DP1 (KIR3DP1*003/005-006/008/010).

De igual forma en la Tabla 41 estan representados los grupos alélicos de KIR3DP1
identificados en pacientes que desarrollaron Unicamente EICHc, donde no se encontraron

variaciones significativas (p>0.05).

Tabla 41. Frecuencias alélicas de KIR3DP1 en pacientes que desarrollaron EICH crénica.

Grupo alélico de KIR3DP1 Pre-TCPH Pos-TCPH | Donadores
n=40 n=40 n=40
(%) (%) (%)
. . .. KIR3DP1*001/002/004
Variantes sin delecion /007/009 12.5 20.0 17.5
. Iy KIR3DP1*003/005/006
Variantes con delecién /008/010 87.5 80.0 82.5

%: Porcentaje de las frecuencias alélicas del pseudogen K/IR3DP1; Variantes sin delecidn: Grupo de alelos que contienen la secuencia de
nucleétidos completa de KIR3DP1; Variantes con delecion: Grupo de alelos que han perdido 22pb de la secuencia del pseudogen
KIR3DP1.

Las frecuencias del genotipo de KIR3DP1 observadas en pacientes que desarrollaron EICHc

se muestran en la Tabla 42.

Tabla 42. Frecuencias genotipicas de KIR3DP1 en pacientes que desarrollaron EICH crénica.
Genotipos con base
en los grupos alélicos

de KIR3DP1
n=20
F/F 0.0 0.0 0.0
F/D 25.0 40.0° 35.0
D/D 75.0 60.0° 65.0

%: Porcentaje de las frecuencias genotipicas de KIR3DP1 con base en sus grupos alélicos; F/F o D/D: Genotipo con dos alelos
pertenecientes al mismo grupo alélico del pseudogen KIR3DP1; F/D: Genotipo con dos alelos pertenecientes a diferente grupo alélico
de KIR3DP1; F: Grupo de alelos que presentan la secuencia completa de KIR3DP1 (KIR3DP1*001-002/004/007/009); D: Grupo de alelos
que tienen una delecién de 22pb dentro de la secuencia del pseudogen KIR3DP1 (KIR3DP1*003/005-006/008/010).

Pre-TCPH vs. Pos-TCPH:), a(p=0.02, OR=2.0, 1.1-3.7), I°(p=0.02, OR=0.5, 0.3-0.9) IC95%.
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Para los genotipos del pseudogen KIR3DP1, se encontré que en los pacientes con EICH
crénica desarrollada posterior al TCPH, la frecuencia del genotipo D/D con dos alelos
KIR3DP1*003/005-006/008/010 portadores de la delecién disminuyd en comparacién con
el pretrasplante (60.0% vs 75.0%); mientras el genotipo F/D con dos alelos pertenecientes
a diferente grupo alélico de KIR3DP1 mostraron un incremento (40.0% vs 25.0%), debido a
la carga genética de los donadores (Tabla 41), manifestandose variaciones significativas
(p<0.05) para dichos genotipos elaborados con base en los grupos alélicos del pseudogen

KIR3DP1.

9.7. Evaluacién del Quimerismo mediante genes y alelos KIR

El método PCR-SSP de mediana resolucién, permitié determinar la presencia o ausencia de
los 15 genes y dos pseudogenes KIR, ademas de distinguir dos grupos alélicos de KIR2DS4
y KIR3DP1 (alelos portando la secuencia completa y la deleciéon de 22pb) para evaluar el
guimerismo hematopoyético en los 37 pacientes que recibieron un TCPH, tras comparar la
carga genética obtenida en el postrasplante con la previa al trasplante y la de su donador

relacionado.

Los productos de PCR sobre un gel de agarosa al 2% de tres binomios donador-receptor
con diferente tipo de quimerismo se encuentran representados en las Fig. 12, 13 y 14;
donde se observd que puede existir un contenido de genes KIR idéntico entre hermanos

(Fig. 14) o una diferencia de estos genes entre ellos (Fig. 12-13).

En el binomio donador-receptor descrito en la Fig. 12, se ejemplificé un paciente
trasplantado presentando un quimerismo total, en el que aparentemente todas las células
hematopoyéticas presentes después del trasplante proceden del donador; ya que el
contenido de genes KIR en el receptor postrasplante es idéntico al de su donador pero

totalmente diferente al del receptor pretrasplante.
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La Fig. 13 muestra un binomio donador-receptor donde se observd un paciente
trasplantado con quimerismo parcial, en el que coexisten células hematopoyéticas del
receptor previas al trasplante y de su donador; ya que el contenido de genes KIR en el
receptor postrasplante es una mezcla de ambos, siendo diferentes a nivel genético el
receptor sin trasplante y su donador. Mientras, dentro del binomio donador-receptor
presentado en la Fig. 14, se mostrd un paciente trasplantado en el que no fue posible
establecer el origen de las células hematopoyéticas; debido a que el contenido de genes
KIR antes del trasplante es idéntico al de su donador, por lo que para poder establecer su
tipo de quimerismo fue necesario analizar las variantes de KIR2DS4 y KIR3DP1 en cada
binomio y comparar los alelos KIR del receptor trasplantado con los previos al trasplante y

de su donador respectivo.
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Binomio Donador-Receptor 1

Receptor antes del trasplante

2DL1 2DL3 2DL4 2DL5A 2DS1 2DS3 2DS5 3DL2 3DL33DS12DP1  3DP1 (-)
D

Receptor con TCPH

2DL2 2DL4 2DL5A 2DS1 2DS2 2DS4 2DS5 3DL1 3DL2 3DL3 3DS1
D

Donador de CPH

2DL2 2DL4 2DL5A 2DS1 2DS2 2DS4  2DS5 3DL1 3DL2 3DL3 3DS1
D

Receptor pos-TCPH con quimerismo total.

Figura 12. Genotipificacion de KIR. Geles de agarosa al 2% con productos de PCR correspondientes a genes KIR obtenidos por la Técnica de PCR-SSP, donde
cada pozo o grupo de ellos describen un gen; mientras el control interno de 800pb o 200pb y control negativo indican que la reaccidn se realizé
correctamente. Pozos que presentan una banda con el peso determinado se tomaron como positivas y se establecieron como negativas aquellas en donde
Unicamente el control interno esta presente. Especificamente los pozos 12-13 determinan las variantes de KIR2DS4;mientras 20-21 los alelos de KIR3DP1; de
los cuales el grupo de alelos KIR2DS4*001/011/014-015 o KIR3DP1*001-002/004/007/009 que codifican el gen completo estan identificados como F (Full);
mientras el grupo de alelos que presentan la delecién de 22pb dentro de su secuencia KIR2DS4*003-004/006-010/012-013 y KIR3DP1*003/005-06/008/010
se etiquetaron como D (Delecion).
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Binomio Donador-Receptor 2

Receptor antes del trasplante

2DL1 2DL3 2DL4 2DS1 2DS2 2DS4 3DL1 3DL2 3DL3 2DP1 3DP1 (-)
F D

Receptor con TCPH

Donador de CPH

2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 2DL5A 2DS4 2DS5 3DL13DL2 3DL3 3DS12DP1 3DP1 (-
D D F

Binomio donador-receptor pos-TCPH con quimerismo parcial.

Figura 13. Genotipificacion de KIR. Geles de agarosa al 2% con productos de PCR correspondientes a genes KIR obtenidos por la Técnica de PCR-SSP, donde
cada pozo o grupo de ellos describen un gen; mientras el control interno de 800pb o 200pb y control negativo indican que la reaccidn se realizd
correctamente. Pozos que presentan una banda con el peso determinado se tomaron como positivas y se establecieron como negativas aquellas en donde
Unicamente el control interno esta presente. Especificamente los pozos 12-13 determinan las variantes de KIR2DS4;mientras 20-21 los alelos de KIR3DP1; de
los cuales el grupo de alelos KIR2DS4*001/011/014-015 o KIR3DP1*001-002/004/007/009 que codifican el gen completo estan identificados como F (Full);
mientras el grupo de alelos que presentan la delecién de 22pb dentro de su secuencia KIR2DS4*003-004/006-010/012-013 y KIR3DP1*003/005-06/008/010
se etiquetaron como D (Delecion).
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Binomio Donador-Receptor 3

2DL1 2DL3 2DL4 2DL5A 2DS4 2DSS5 3DL1 3DL2 3DL3 3DS1 2DP1 3DP1 (-)
F D

Receptor antes del trasplante

Receptor con TCPH

2DL1 2DL3 2DL4 2DLS5A 2DS4 2DS53DL13DL2 3DL3 3DS12DP1 3DP1 (-)
F D

Donador de CPH

Binomio donador-receptor con genes idénticos.

Figura 14. Genotipificacidn de KIR. Geles de agarosa al 2% con productos de PCR correspondientes a genes KIR obtenidos por la Técnica de PCR-SSP, donde
cada pozo o grupo de ellos describen un gen; mientras el control interno de 800pb o 200pb y control negativo indican que la reaccion se realizd
correctamente. Pozos que presentan una banda con el peso determinado se tomaron como positivas y se establecieron como negativas aquellas en donde
unicamente el control interno esta presente. Especificamente los pozos 12-13 determinan las variantes de KIR2DS4;mientras 20-21 los alelos de KIR3DP1; de
los cuales el grupo de alelos KIR2DS4*001/011/014-015 o KIR3DP1*001-002/004/007/009 que codifican el gen completo estan identificados como F (Full);

mientras el grupo de alelos que presentan la delecion de 22pb dentro de su secuencia KIR2DS4*003-004/006-010/012-013 y KIR3DP1*003/005-06/008/010
se etiquetaron como D (Delecion).
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De acuerdo con el genotipo KIR del receptor después del trasplante, cuatro diferentes
patrones con los que se evalud el quimerismo se describen en la Tabla 43: (1) los
genotipos del donador y receptor son iguales [Id.: contenido de genes KIR idéntico entre
hermanos]; (2) los genotipos del donador y receptor son diferentes pero el genotipo del
donador esta presente en el receptor postrasplante [Qt: el receptor trasplantado contiene
los genes KIR de su donador]; (3) los genotipos del donador y receptor son diferentes pero
el genotipo del receptor trasplantado es una mezcla de su genotipo previo al trasplante y
de su donador [Qp: el receptor trasplantado contiene genes KIR propios y de su donador];
(4) los genotipos del donador y receptor son diferentes pero el genotipo del receptor con
trasplante es idéntico al que mostraba en la etapa del pretrasplante [P=Po: el receptor

trasplantado contiene genes KIR propios].

Cuando se analizaron las frecuencias para cada uno de estos patrones, se encontré que en
el 45.9% de los receptores con TCPH no fue posible evaluar el quimerismo haciendo uso
Unicamente del contenido de genes KIR, pero tras evaluar el polimorfismo alélico de
KIR2DS4 y KIR3DP1 este porcentaje disminuydé a un 32.4%. De igual forma, en los
receptores trasplantados que aparentemente presentaron una quimera total (40.5% vs
45.9%) y en aquellos con una quimera parcial (5.4% vs 13.5%), se observd que la
frecuencia para cada uno incrementé después de estudiar estos marcadores; ya que la
identificacidon de los polimorfismos permitié caracterizar con mayor seguridad el tipo de

qguimerismo presente en cada paciente con TCPH (Tabla 43).
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Tabla 43. Determinacién del quimerismo genético en pacientes con TCPH mediante la tipificacion de genes y alelos KIR.

Genotipo Tipo de quimerismo

Pre-TCPH Post-TCPH Donador Usando genes KIR (%) Usando alelos de KIR2DS4 y KIR3DP1 (%)
n=37 n=37
AAl AAl AAl
AAl1l AA1l AAl1l
AAl AAl AAl
AAl AAl AAl
Bx2 Bx2 Bx2
Bx2 Bx2 Bx2 d
Bx2 Bx2 Bx2 Id. 32.4
Bx2 Bx2 Bx2
Bx3 Bx3 Bx3
Bx3 Bx3 Bx3
Bx5 Bx5 Bx5 Id. 45.9
Bx8 Bx8 Bx8
AAl AAl AAl 2DS4
AAl1l AA1l AAl1l 2DS4 D/D
AAl AAl AAl 3DP1 D/D
Bx3 Bx3 Bx3 2DS4 D
Bx74 Bx74 Bx74 3DP1 D/D
2DS4 D
AAl1l Bx3 Bx3 3DP1 /D
Bx3 Bx2 Bx2 3DP1 D
Bx3 Bx76 Bx76 2DS4
BX6 Bx7 Bx7 Qt. 3DP1 D 45.9
AAl1l Bx7 Bx7
Bx2 AA1l AAl1l
Bx2 AA1l AA1l
Bx3 Bx4 Bx4
Bx4 Bx5 Bx5 Idénticos
BX5 Bx28 Bx28 Qt. 40.5
Bx2 Bx69 Bx69
Bx2 Bx69 Bx69
2DS4 D D
AA1l Bx4 Bx4 3DP1 /D
AA1l Bx8 Bx8 2Ds4 D -
Qp 3DP1 D/D 13.5
: 2DS4
Bx7 Bx4 Bx4 30P1 5 -
AA1l Bx7 Bx70 -
B2 BRE o= Qp, 54 Idénticos
Bx4 Bx4 Bx5
Bx6 Bx6 Bx70 P=Po 8.2 P=Po Idénticos 8.2
Bx7 Bx7 Bx6

Id.: Receptor y donador con genes y alelos KIR idénticos, Qt.: Receptor postrasplante que presenta contenido de genes y/o alelos KIR idénticos al
donador, Qp.: Receptor que posterior a un TCPH presenta una combinacidn del contenido genético ( genes o alelos de KIR) previo al trasplante y del
donador, P=Po: Receptor con TCPH que presenta el contenido genético previo al trasplante; F (Full): Grupo de alelos que codifican el gen completo
de KIR2DS4*001/011/014-015 o KIR3DP1*001-002/004/007/009, D (Delecion): Grupo de alelos que presentan una delecion de 22pb en su secuencia
KIR2DS4*003-004/006-010/012-13 y KIR3DP1*003/005-006/008/010, F/F o D/D: Genotipo con dos alelos pertenecientes al mismo grupo alélico de
KIR2DS4 o KIR3DP1, F/D: Genotipo con dos alelos pertenecientes a diferente grupo alélico de KIR2DS4 o KIR3DP1.

Columna en negro: Genotipo con base en el grupo alélico de KIR2DS4 o KIR3DP1 encontrado durante la etapa previa al trasplante, Columna en gris:
Genotipo con base en el grupo alélico de KIR2DS4 o KIR3DP1 encontrado en los donadores; Columna central: Genotipo con base en el grupo alélico
de KIR2DS4 o KIR3DP1 obtenido después del trasplante proveniente del donador (en gris) o del paciente antes de recibir el trasplante (en negro).
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X. DISCUSION

El TCPH se utiliza actualmente en el tratamiento de diversas enfermedades
hematoldgicas. Sin embargo, sus complicaciones incluyendo la aparicién de la EICH
todavia limitan la eficacia de este procedimiento (powles, 2000)- Esta enfermedad es una causa
importante de morbilidad y mortalidad después de un trasplante alogénico, cuyo
padecimiento agudo estd en gran medida influido por diferencias en los antigenos de
histocompatibilidad (moléculas HLA y mHags) entre el donador y el receptor (gallardo, 2001)-
Ademas de los genes polimdrficos que codifican para estos antigenos, es probable que
otros genes reguladores de la respuesta inmune desempefien un papel importante en el
resultado del TCPH; ya que la EICH crdénica o un rechazo pueden ocurrir aun en los injertos

compatibles (ruggeri, 2002)-

Diferentes modelos preclinicos han demostrado que el resultado de un TCPH alogénico se
deriva de un delicado equilibrio entre las células T y NK del binomio donador-receptor; ya
gue estas células son capaces de mediar efectos tanto perjudiciales como benéficos en
funcién de su origen, genotipo y estado de activacidn (shiomchik, 1999; Ruggeri, 2002). D€ esta
manera las células NK pueden determinar el resultado del injerto después de un TCPH,
mediante la generacion del efecto de injerto contra leucemia (GvL) o siendo activos

pa rtidpantes en la EICH (Farag, 2002; Bishara, 2004)-

La funcidén de las células NK estd regula por diferentes tipos de receptores, que en la
mayoria de los casos interactian con moléculas HLA de clase | para proteger a las células
sanas de la lisis por células NK autdlogas y mediar la lisis de aquellas cuya expresidon de
estas moléculas se ha visto comprometida (colonna, 2000; Moretta, 2000), ENtre estos receptores
se encuentra la familia de moléculas tipo inmunoglobulina conocidas como Killer-cell
Immunoglobulin-like Receptors o receptores KIR (goyington, 2000; Brooks, 2000), COdificados por 15
genes localizados en el cromosoma “19913.4” (martin, 2000; Wilson, 2000; Trowsdale, 2001), CUYOS

transcritos se han detectado tanto en células NK como en algunas células T de memoria

CD8" (Mingari, 1996).
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La diversidad de los receptores KIR es conferida por la variabilidad en el nimero y tipo de
genes presentes en cada individuo (rajalingam, 2001), ademas de su expresién compleja sobre
las células NK; ya que pueden expresar diversos miembros de esta familia y la variacion
observada en el repertorio de estos receptores no solo es determinada por los haplotipos
HLA del hospedero (valiante, 1997; witt, 1999). Asi mismo al igual que sus ligandos, los genes KIR
son altamente polimérficos y las variaciones en su secuencia parecen estar concentradas
en residuos que tienen un impacto sobre su unién a la estructura de las moléculas HLA de
clase I; ademas que el reconocimiento de estas moléculas por los receptores KIR es

degenerado, pues el receptor NK interactia con productos de multiples alelos HLA de

clase | (Trowsdale, 2001; Toneva, 2001)-

En este contexto, diferencias a nivel de genes altamente polimérficos como KIR entre el
binomio donador-receptor HLA idéntico participante de un TCPH, podrian estar asociadas
con la modulacién del desarrollo y la severidad de la EICH. Por tal motivo, se analizaron los
genes KIR de 37 receptores de CPH y sus donadores relacionados HLA idénticos mediante
la PCR-SSP para investigar si las diferencias entre éstos tienen un impacto en el resultado

del trasplante o desarrollo de EICH.

El analisis de la distribucidon de genes KIR en los 37 binomios reveld que los genes marco o
estructurales KIR2DL4, KIR3DL2, KIR3DL3 y el pseudogen KIR3DP1, estuvieron presentes
en el 100% de los donadores y receptores durante ambas etapas del TCPH, como se ha
descrito anteriormente en poblacion Caucasica, Africana y Asidtica (niokou, 2003; Norman, 2002;
vawata, 2002). De igual forma, las frecuencias de los genes y genotipos KIR observados en la

poblacién control no difirieron sustancialmente de la frecuencia informada anteriormente

en otras poblaciones (Toneva, 2001; Norman, 2001; Gutiérrez-Rodriguez, 2006).

Entre los pacientes diagnosticados con leucemia y el grupo control se observaron
diferencias en las frecuencias de los genes KIR2DL5A, 2DS1, 2DS5 y 3DS1 que fueron

significativamente mayores en los pacientes leucémicos y sus donadores en contraste con
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los controles (p<0.05). Estas frecuencias estan probablemente relacionadas con la alta
prevalencia del haplotipo telomérico BT7 en los pacientes diagnosticados con leucemia y
sus donadores. Esto puede indicar que los genes KIR2DL5A, 2DS1, 2DS5 y 3DS1 estan
implicados con el padecimiento de leucemia en nuestra poblacién; pues particularmente
se ha demostrado que la citotoxicidad de las células NK en la SP de pacientes con leucemia
se reduce significativamente (costello, 2002; Fauriat, 2007)- Varios mecanismos podrian ser
responsables de esta reduccién de la citotoxicidad, principalmente una pérdida de la
expresion de ligandos para receptores KIR activadores en blastos leucémicos, pues se ha
informado que aunque la célula NK expresa sobre su superficie un fenotipo capaz de
activarla, ésta no puede reconocer y destruir a la célula tumoral debido a que ha perdido
la expresidon de las moléculas HLA de clase | (grouwer, 2002; Demanet, 2004) © tal vez por la
expresion reducida de receptores participantes en la activacidon de las células NK de
pacientes con leucemia (nowbakht, 2005), Pues los clones NK de estos pacientes tienen una
funcién citolitica disminuida debido a que no pueden adquirir un repertorio KIR adecuado

que le permita activarse y destruir las células leucémicas (chiorean, 2003)-

Aunque Unicamente se encontrd diferencia significativa (p<0.05) para los genes 2DL5B y
2DS3, la frecuencia de los genes KIR2DL2, 2DL5B, 2DS2 y 2DS3 incrementd en los
donadores en comparacion con los pacientes leucémicos, lo cual se ve reflejado en la
prevalencia de los haplotipos centroméricos BC1 y BC2. Esto puede ser indicativo de que
dichos genes podrian estar involucrados con el hecho de que los donadores no desarrollen
leucemia aun debido a la predisposicién genética que estos tienen por estar directamente
relacionados con los pacientes que padecen dicha enfermedad dentro de esta poblacion
de estudio, pues se ha informado que las interacciones entre los receptores KIR
inhibidores de las células NK y sus ligandos HLA de clase | parecen estar implicados
criticamente en el proceso de inmunovigilancia, donde un incremento de la expresion de
ligandos HLA de clase | sobre los blastos leucémicos para receptores inhibidores hacen
una interaccion mas eficiente entre las células NK y los blastos leucémicos que permite su

eliminacion eficaz (s;czepanski, 2010).. Ademas varios estudios sugieren una interaccion menos
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eficiente entre las células NK y los blastos de LLA, en comparacién con la interaccion de
estas células y los blastos de LMA en el momento del diagndstico (ruggeri, 2008), Mostrando
qgue la densidad de las moléculas HLA de clase | sobre la superficie parece ser mas alta en

los blastos de LLA en comparacion con los de LMA (pende, 2005).

Por otro lado, la frecuencia del gen KIR2DS3 fue significativamente mas alta en pacientes
con EICHc tras comparar las frecuencias antes y después del trasplante (p<0.05), lo cual
indica que un incremento de su frecuencia después del trasplante podria favorecer el
desarrollo de EICHc tras recibir un TCPH alogénico HLA idéntico, pues se ha reportado que
la fuerza de las interacciones KIR-HLA tiene un valor funcional importe y puede influir en la

susceptibilidad a la enfermedad (winter, 1998)-

Investigaciones sobre la funcionalidad de estos receptores describen que los receptores
KIR2DL3 y 2DS3 comunmente se expresan sobre la misma célula y estan funcionalmente
vinculados como receptores antagonistas pero la interaccién entre KIR2DL3/HLA-C1
aparentemente confiere una respuesta inhibitoria débil (anienstiel, 2008), Mientras KIR2DS3 se
une fuertemente a las moléculas HLA-C1 (stewart, 2005), POr lo que la interaccion mas débil
proveniente del receptor inhibidor puede ser anulada a través de las senales de
receptores activadores unidos a su ligando apropiado provocando la lisis de células blanco

(Kulkarni, 2008), |0 cual puede provocar el padecimiento de la EICH.

Con basado en la variacidon del contenido genético determinada por la presencia o
ausencia de genes KIR especificos, 12 genotipos diferentes se identificaron en todos los
individuos que conformaron los 37 binomios. Dependiendo del genotipo, el nimero de
genes KIR presentes varié de 7 a 14 genes mas dos pseudogenes; encontrandose estos

resultados de acuerdo con los datos reportados previamente (wsy, 2002b; Carrington, 2006).

Los genotipos del grupo B compuestos por un numero variable de genes KIR se

encontraron presentes con mayor frecuencia dentro de nuestra poblacion en
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comparacion con el genotipo del grupo A, como se ha descrito en otras poblaciones
(Gendzekhadze, 2009)- Sin embargo, aunque no se encontraron diferencias significativas (p<0.05)
para ningln genotipo, se puede observar que las frecuencias de los genotipos del grupo B
presentan una tendencia a incrementar en los pacientes que desarrollaron EICH, lo cual
podria indicar que la obtencién de un genotipo conteniendo un mayor nimero de genes
KIR codificantes para receptores de tipo activador podria influir en el desarrollo de la
enfermedad; mientras la obtencion tras el trasplante de un genotipo del grupo A
conteniendo Unicamente el gen KIR2DS4 podria proteger de esta enfermedad, pues
ciertas investigaciones han concluido que los trasplantes de donadores con haplotipo del
grupo B pueden proveer un mayor riesgo para padecer la EICH debido a que tienen mas

genes KIR activadores (gao, 2010)-

La aloreaccién de las células NK puede ser pronosticada por la expresion clonal de los
receptores KIR sobre su superficie y la presencia o ausencia de sus ligandos en la célula
blanco, habiéndose descrito varios mecanismos que podrian explicar el incremento de la
citotoxicidad en las células NK; como son: la pérdida de los ligandos para receptores
inhibidores que expresan comunmente su receptor antagonista activador sobre la misma
célulagmartin, 2002); la posibilidad de que las sefiales de inhibicion provenientes de los
receptores que se aparean con su ligando no influyan sobre las sefiales de activacidn, ya
gue una elevada expresiéon de moléculas activadoras ofrece una contribucién adicional
dando una respuesta mas vigorosa (neison, 2004y © debido a que un receptor KIR en el
donador no pueda ser inhibido por un ligando del receptor haciendo que los KIR

activadores solo adicionen activacion a la célula NK (Leung,2004)

En lo que respecta al analisis de los haplotipos en la porcién centromérica y telomérica,
cuatro diferentes haplotipos para cada una de ellas se obtuvieron en todos los individuos
gue conformaron los 37 binomios donador-receptor. En todos los casos los haplotipos mas
frecuentes fueron AC1 en la porcion del centromero y AT1 en la porcién del telédmero

como se ha descrito con anterioridad (rajalingam, 2012; Hou, 2012)-
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Un nuevo haplotipo no descrito en estudios precedentes (rajalingam, 2012, Hou, 2012) fue
identificado en nuestra poblacién de estudio con una frecuencia del 1.3%, el cual presenta
la insercidén del gen KIR2DS3 o KIR2DS5 en la porcidén telomérica del complejo KIR. Del
mismo modo otro haplotipo recientemente descrito por Rajalingam. R (2012) fue
encontrado en nuestra poblacién de estudio con una frecuencia del 2.7%, este se define
por la delecion del gen KIR2DL1 y del pseudogen KIR2DP1 en la region centromérica;
mientras el resto de los haplotipos se han descrito en investigaciones anteriores que

involucran caucasicos, ingleses, griegos y australianos (niokou, 2003; Norman, 2001; Witt, 1999).

Por otro lado, las frecuencias de los alelos correspondientes a KIR2DS4 y KIR3DP1 que
portan la secuencia completa del gen (KIR2DS4*001/011/014-015 o KIR*001-
002/004/007/009) y la delecién de 22pb (KIR2DS4*003-004/006-010/012-013 o
KIR3DP1*003/005-006/008/010) no presentaron diferencias estadisticas. Tras analizar las
frecuencias de los genotipos elaborados con base en los grupos alélicos de KIR2DS4 y
KIR3DP1, se observé una diferencia estadistica (p<0.05) en el genotipo x/D que porta un
solo alelo del gen KIR2DS4 con la delecion de 22pb (KIR2DS4*003-004/006-010/012-013) y
en el genotipo F/D con de dos alelos del pseudogen KIR3DP1 pertenecientes a diferente
grupo alélico (KIR3DP1*001-002/004/007/009 — KIR3DP1*003/005-006/008/010) dentro
del grupo de pacientes con EICHc; cuyo incremento después del trasplante puede
promover el desarrollo de dicho padecimiento debido a la falta de actividad del receptor
KIR2DS4 cuando presenta la delecidn (rajalingam, 2012) Y por alelos de KIR3DP1 asociados

fuertemente con regulacion génica y la duplicacion de genes (gsmez-Lozano, 2005; Vanin, 1980)-

El locus KIR2DS4 es el gen KIR activador mas polimdrfico exhibiendo 13 variantes
proteicas, de las cuales nueve (KIR2DS4*003, *004, *006, *007, *008, *009, *010, *012 y
*013) presentan una delecidén de 22 pb en su exdn 5, que desplaza el marco de lectura y
resulta en un coddn de paro prematuro que produce una versién trunca de KIR2DS4

carente de la regién trasmembranal, dominios intracitoplasmaticos y tallo de anclaje que
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le permita a la proteina mantenerse en la membrana, causando que este Unico receptor

activador no se exprese sobre la superficie celular y pueda ser secretado como un KIR

soluble (Hsu, 2002b; Maxwell, 2002)-

Ciertos estudios sugieren que KIR2DS4 esta presente principalmente sobre haplotipos del
grupo A siendo infrecuente en aquellos del grupo B (maxwell, 2002) Y S€ ha demostrado que
s6lo una minoria de individuos lo expresan sobre la membrana de sus células NK actuando
como un receptor activador potencial, pues aproximadamente el 75% de los haplotipos
del grupo A pierde ésta habilidad por acarrear dicha delecidn (usy, 2002), l0 cual provoca que
individuos con dicho haplotipo acarreando el alelo con delecién para KIR2DS4 no expresen

ningun receptor de activacion; eliminando asi su actividad citolitica (py, 2007)-

Aunque el pseudogen KIR3DP1 esta normalmente silenciado en cuanto a transcripcion y
traduccién, se ha encontrado que ciertos alelos llevan una secuencia promotora que les
permite transcribirse (gsmez-Lozano, 2005), €5t0s alelos pueden restringir la expresion génica al
ocupar la maquinaria de transcripcién en sus transcritos que no seran utiles o regular la
expresion de un gen funcional cuando su transcrito se produce en sentido opuesto al gen,
formando heteroduplex no funcionales de ARN gen-pseudogen (vanin, 1980)- Ademas este
pseudogen se ha asociado fuertemente con la duplicaciéon de los genes KIR3DP1, KIR2DL4
y KIR3DL1/KIR3DS1 generada por recombinacion a través de un crossing-over desigual con
KIR2DL5A, lo que incrementa el niumero de genes inhibidores sobre un haplotipo
existiendo la posibilidad de incrementar la respuesta inhibitoria en los diversos clones de

células NK (Gémez-Lozano, 2005)-

Por otro lado, se ha descrito que el alelo KIR3DP1 * 004, tiene la capacidad de
transcribirse y traducirse a una proteina trunca, la cual ha perdido los exones que
codifican el tallo, la regidon trasmembranal e intracitoplasmdatica originando que el
producto se secrete como receptor soluble al medio extracelular, eliminando su capacidad

para funcionar como un receptor de membrana (gsmez-Lozano, 2005)- Tal receptor secretado
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podria tener un efecto paracrino sobre las células que expresan sus ligandos o competir
con la funcién de los receptores de membrana que tienen un conjunto de ligandos

superpuestos sobre la misma célula (gorges, 1997)-

Después de un TCPH alogénicas, las células progenitoras del donador colonizan el sistema
hematopoyético del paciente, pero ademds de estas células el inéculo trasplantado
contiene células sanguineas maduras del donador incluyendo células NK, células
dendriticas (DCs) y células T; cuyas interacciones pueden conducir a diferentes resultados
dependiendo de la circunstancia, funcionando como un punto de control que determina si

una respuesta inmune innata (células NK) o adaptativa (células T) es promovida (grau, 2004)-

Aun cuando el donador y el receptor son HLA idénticos, la EICH ocurre frecuentemente en
los pacientes trasplantados, esta enfermedad es causada por células T aloreactivas
maduras en el injerto, que atacan tejidos del receptor que han sido estresados por el
régimen de acondicionamiento mieloablativo; especialmente aquellos tejidos que
normalmente tienen un alto grado de divisidon celular como la piel, higado, intestino y
pulmén. Esto activa la respuesta al estrés y una tormenta de secrecién de citocinas. Las
células T CD4" aloreactivas del donador originan una respuesta a moléculas MHC de clase
Il alogénicas expresadas sobre CDs del receptor y maduran para convertirse a células TH1
CD4" efectoras, que en combinacién con las CDs, activan a las células CD8" aloreactivas
para convertirlas a linfocitos T citotdxicos CD8" efectores. Estos linfocitos interrumpen la
actividad de las citocinas e inflamacién en los tejidos, donde exacerban el dafio al matar
las células del hospedero y alterar aun mas el tejido. El estrés resultante del régimen de
acondicionamiento en tejidos de proliferacién activa, combinado con el ataque de estos

tejidos por las células T aloreactivas derivadas del donador causan la EICH (ruggeri, 2002).

Poco después de un TCPH, las células NK son la primera poblacién de linfocitos que
aparecen en SP vy el repertorio de receptores KIR en estas células reconstituidas son

consistentemente del donador (shiliing, 2002)- Las células NK derivadas del donador pueden
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ser aloreactivas si sus KIR inhibidores no ven un ligando HLA de clase | relevante que
estaba presente en el donador. Estas células NK aloreactivas previenen la aparicion de la
EICH mediante la muerte de las células dendriticas del receptor que son necesarias para la

activacion de las células T aloreactivas que causan la EICH (shiomchik, 1999; Ruggeri, 2002)

Por lo tanto, en situacion de trasplante, cuando el donador posee un haplotipo KIR del
grupo A portando el receptor activador KIR2DS4 con delecion, las células NK del donador
que reconstituyeron el sistema hematopoyético del paciente, no expresan ningun
receptor que le permita establecer su actividad citolitica; tal como sucede cuando el
donador porta una copia de la secuencia completa del pseudogen KIR3DP1 dentro de su
haplotipo, ya que estos alelos podrian restringir o regular la expresién de genes
activadores funcionales o duplicar genes inhibidores dentro del mismo haplotipo,
incrementando el nimero de receptores inhibidores expresados sobre la membrana de
las células NK, lo que aumenta la respuesta inhibitoria de estos clones NK; originando en
ambos casos que las células NK no puedan ocasionar la muerte de las CDs del hospedero

gue promueven la activacién de células T aloreactivas del donador causando la EICH

Por otra parte, realizar el analisis del quimerismo es esencial en el seguimiento de
pacientes sometidos a un trasplante alogénico de CPH; ya que el estado de quimera es
uno de los factores principales que determina el curso del trasplante. Para caracterizar el
quimerismo en un paciente con TCPH, es necesario conocer el patron genético de sus
células sanguineas después de haber recibido el trasplante mediante la deteccién del
origen de dichas células, a través del analisis molecular de una serie de marcadores

genéticos polimorficos del ADN (Lion, 2001)-

Con el analisis molecular del polimorfismo de los genes KIR en muestras de SP del binomio
donador-receptor durante ambas etapas del trasplante, fue posible establecer el origen
de las células sanguineas en los pacientes trasplantados. La comparacién del patrén

genético de KIR en los pacientes trasplantados con el portado previo al trasplante y el de
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su respectivo donador, permitié establecer diferentes patrones para evaluar el
quimerismo en nuestra poblacion de estudio. Fueron cuatro los patrones descritos (todos
idénticos, quimera parcial, quimera total y pre/postrasplante idénticos) en los pacientes
trasplantados para establecer su estado de quimerismo, encontrando que el 40.5%
presentaron quimerismo total, demostrando un patrén de injerto sostenido por una
recuperacién completa del sistema inmune a partir de los progenitores hematopoyéticos
del donador, un 5.4% desarrollaron quimerismo parcial presentando un patrén predecible
de rechazo del injerto y el 8.2% de los pacientes trasplantados presentaron un patrén

idéntico al del pretrasplante mostrando un patrdn de probable recaida a la enfermedad.

En el 45.9% de los receptores con TCPH no fue posible establecer el origen de dichas
células haciendo uso exclusivo del contenido de genes KIR que conformaron el genotipo
de los binomios, debido a que su contenido genético antes del trasplante es idéntico al de
su donador; siendo necesario el uso de polimorfismos genéticos para establecer
concretamente el tipo de quimerismo establecido después del trasplante para evaluar el
resultado del mismo. Por lo tanto, tras evaluar el polimorfismo a nivel alélico de KIR2DS4 y
KIR3DP1 el porcentaje de este grupo disminuyé a un 32.4%; mientras en los grupos de
quimerismo total y quimerismo parcial, se observé que la frecuencia para cada uno
incrementd después de tipificar los alelos de estos genes KIR. Asi, el patrén de quimerismo
para cada una de las muestras puede establecerse con mayor exactitud tras tipificar a

nivel alélico un mayor nimero de genes KIR.

Finalmente, el objetivo de caracterizar el quimerismo utilizando el polimorfismo de los
genes KIR es dar un seguimiento a los pacientes con un TCPH; para establecer el
comportamiento del injerto y detectar tempranamente la posibilidad de rechazo o recaida
gue pueda ayudar a la administracién oportuna de inmunoterapia adicional; ya que su

estado de quimerismo permite determina el curso del trasplante.

117



Xl. CONCLUSIONES

La EICH ocurre frecuentemente en los pacientes trasplantados, aun cuando el donador y
receptor son HLA idénticos debido a la participacidon de otros genes involucrados en la
respuesta inmune. La tipificacion de los genes KIR y sus variantes alélicas (KIR2DS4 vy
KIR3DP1) mediante la técnica de PCR-SSP, permitid establecer la participacion de estos
genes en el desarrollo de la EICH y determinar el origen de las células hematopoyéticas del

paciente trasplantado para darle seguimiento al trasplante.

Los genes KIR2DL5A, 2DS1, 2DS5 y 3DS1 pertenecientes al haplotipo telomérico BT7, estan
asociados con el padecimiento de leucemia, tras comparar las variaciones observadas

entre pacientes diagnosticados con leucemia o sus donadores y el grupo control.

Los genes KIR2DL5By 2DS3 pertenecientes al haplotipo centromérico BC2 podrian conferir
proteccion a los donadores para que no desarrollen leucemia, incluso con Ia
predisposicién genética que tienen por estar directamente relacionados con los pacientes

gue padecen leucemia.

El gen KIR2DS3 contribuye al desarrollo de EICHc en pacientes que han recibido un TCPH

alogénico HLA idéntico.

Se identificaron 12 genotipos diferentes, en los cuales no se encontraron diferencias

significativas (p>0.05), pero los genotipos del grupo B fueron los mas frecuentes.

Se encontrd un nuevo haplotipo dentro de nuestra poblacion, el cual presenta la insercién
del gen KIR2DS3 o KIR2DS5 en la porcion telomérica del complejo KIR, ademas de otro
recientemente descrito que refiere la delecién del gen KIR2DL1 y del pseudogen KIR2DP1

en la regidon centromérica.

118



El injerto proveniente de un donador con genotipo x/D hemicigoto para KIR2DS4 portador
de alguna variante con delecién (KIR2DS4*003-004/006-010/012-013), al igual aquel de un
donador acarreando el genotipo F/D heterocigoto para KIR3DP1 con dos alelos
pertenecientes a diferente grupo alélico (KIR*001-002/004/007/009 - KIR*003/005-

006/008/010), es capaz de promover el desarrollo de EICHc en los receptores del TCPH.

El andlisis molecular de zonas altamente polimodrficas en el ADN como los genes KIR,
permitid establecer patrones genéticos que determinan la evolucién de la quimera en los
pacientes sometidos a un TCPH; para poder relacionar el estado de quimerismo con el
comportamiento del injerto o el padecimiento de EICH, posibilitando la deteccién precoz
de rechazo o recaida en los pacientes trasplantados y la administracién oportuna de

inmunoterapia adicional.

El polimorfismo de los genes KIR constituye otro parametro importante que debe ser
tomado en cuenta para la seleccién adecuada de los donadores de CPH y pueden ser
marcadores Utiles para determinar el curso del trasplante (comportamiento del injerto,

rechazo o recaida) y administracion de inmunoterapia adicional de forma oportuna.
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Xil. LIMITACIONES

Aunque nuestra poblacién de estudio no fue suficiente y una muestra mayor hubiera

requerido mayor tiempo y costo, ésta ha dado resultados que muestran la participacion

del polimorfismo de KIR en el desarrollo de la EICH.
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Xill.  PERSPECTIVAS

Con base en estos resultados es posible direccionar nuevos estudios para esclarecer la
participaciéon del polimorfismo de KIR en el resultado del TCPH y el padecimiento de EICH;
siendo necesarios estudios de expresion y regulacion génica en las células NK para
establecer de forma concreta su participacion; ya que los diferentes haplotipos de KIR
pueden ser ampliamente diversificados por el elevado polimorfismo alélico de dichos
genes, generando diversos repertorios KIR sobre las células NK que podrian influir en la

fuerza total de activacion e inhibicidn, originando resistencia o la susceptibilidad a la EICH.

Estos nuevos hallazgos podrian ser utiles para el desarrollo de nuevas estrategias de

inmunoterapia a base de células NK durante un TCPH.
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XIV. RESUMEN DE RESULTADOS

Cuadro 5. Asociacion del polimorfismo de genes KIR con la Enfermedad de Injerto contra Hospedero.

Rasgo genético OR (IC95%) p Caracteristica
Genes KIR2DL5A, 2.3 (1.3-4.0) 0.005
KIR2DS1, Haplotipo BT7 1.9 (1.1-3.5) 0.02 Rieseo a padecer Leucemia
KIR2DS5, porcion telomérica. 1.9 (1.1-3.4) 0.02 goap ’
KIR3DS1 1.9 (1.1-3.5) 0.02
Genes KIR2DL2, Haplotipo BC2 Tendencia a incrementar >0.05
KIR2DS2 porcién centromérica. en donadores >0.05 ., .
Proteccidn a padecer Leucemia
Genes KIR2DL5B, Haplotipo BC4 0.4 (0.2-0.8) 0.009 (Donadores).
KIR2DS3 porcidn centromérica. 0.5 (0.3-0.9) 0.04
Gen KIR2DS3 2.5 (1.4-4.8) 0.003 Riesgo a desarrollar EICH crénica.
KIR2DS4*003,/004/006,/007/008/009/010/012/013 Ge“OtF')F;‘:aX/K?RgeD:T'gOtO 3.9 (1.8-8.4) 0.0004 | Riesgo a desarrollar EICH crénica.
* . .
KIR3DP1*003/005/006/008/010 Genotipo F/D heterocigoto 2.0 (1.1-3.7) 0.02 Riesgo a desarrollar EICH crénica.

KIR3DP1*001/002/004/007/009

para KIR3DP1

Genes KIR3DL3, 2DS2, 2DL2, 2DL5B, 2DS5, 3DP1, 2DL4,
3DS1, 2DL5A, 2DS5, 2DS1, 3DL2

Delecion de KIR2DP1 y 2DS1

Nuevo haplotipo en porcion centromérica

Genes KIR3DL3, 2DL3, 2DP1, 2DL1, 3DP1, 2DL4, 3DS1,
2DL5A, 2DS3, 2DS5, 2DS1, 3DL2

Insercién de KIR2DS3 o 2DS5

Nuevo haplotipo en porcién telomérica

Polimorfismo de genes KIR.

Evaluaciéon de Quimerismo pos-TCPH.

Marcadores para determinar curso del TCPH.

Parametro de seleccion del donador de CPH.
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