TUAD NACIONAL AUTONCHA 7
(T 2

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA
ESPECIALIZACION EN BIOQUIMICA CLINICA

EVALUACION DE LA ASOCIACION ENTRE LOS
GENES KIR'Y EL DESARROLLO DE
ENFERMEDAD DE INJERTO CONTRA
HOSPEDERO EN PACIENTES PEDIATRICOS CON
TRASPLANTE DE CELULAS HEMATOPOYETICAS

TESINA

QUE PARA OBTENER EL:
GRADO DE ESPECIALISTA

EN:
BIOQUIMICA CLINICA

PRESENTA:
MARIA FERNANDA CASTANEDA PAHECO

M EN C. ISRAEL PARRA ORTEGA

CIUDAD UNIVERSITARIA, CDMX, 2023




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado

Presidente Dra. Marta Alicia Menjivar Iraheta (Facultad de Quimica-UNAM)

Vocal M.A.S.S Miriam Susana Cruz Gémez (IMSS-U.M.F. No.1)

Secretario Dra. Barbara Itzel Penia Espinoza (Facultad de Quimica-UNAM)

1¢" Suplente Dr. Jesus Norberto Lozano Ruiz Esparza (Facultad de Quimica-

UNAM)

2° Suplente Dra. Paola Viridiana Leon Mimila (Facultad de Quimica-UNAM)

Trabajo realizado en el laboratorio de Oncohematologia e Histocompatibilidad del

departamento de Laboratorio Clinico en el Hospital Infantil de México Federico

Gomez.
Tutor M. en. C. Israel Parra Ortega
Grado y Nombre
Sustentante QFB. Maria Fernanda Castaneda Pacheco

Grado y Nombre



Agradecimientos

A mi mama y a mi papa, por inspirarme y motivarme a seguir mis suefos, por
apoyarme en cada decision y ser quienes me han guiado siempre en el camino de

la vida, porque sin ustedes no estaria aqui.

A mis hermanos Aurora y Andy, por ser mis compaferos y ayudantes cuando me
hacian falta manos; por su apoyo incondicional y por cada momento que hemos

vivido juntos.

A Nayelli, por sus consejos y su apoyo en cada momento que ha sido necesario

durante este camino.

A mis abuelitas Martha y Jaqueline, por siempre motivarme e impulsarme a seguir
adelante, por todo su apoyo y su carifio. A mi abuelito Fernando, que siempre nos

cuida desde el cielo.

A mi novio, Victor, por estar a mi lado en cada momento bueno o malo, en cada
logro y tropiezo. Por motivarme e impulsarme a alcanzar mis metas y por ser mi

compafiero en cada paso.

A mi mejor amiga Gaby, por siempre echarme porras y animarme aun a la distancia,

por escucharme y estar ahi en cada momento, por el apoyo incondicional.

A la Dra. Tania Angeles, al QFB. Fernando Hernandez y a la QC. Natalia Valdes

por todas sus ensefanzas tanto para el laboratorio como para la vida.

Al M. en C. Israel Parra Ortega, por permitirme formar parte de su equipo para

desarrollar este proyecto.



Resumen

El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH) es uno de los
tratamientos indicados para diferentes enfermedades hematologicas y no
hematoldgicas. La enfermedad de injerto contra hospedero (EICH) es una de las
complicaciones post-TCPH mas frecuentes; se presenta en hasta el 60% de los
pacientes y es una de las principales causas de morbimortalidad de estos
pacientes. En el presente trabajo se evalud la asociacion de los genes KIR con el
desarrollo de la EICH en pacientes pediatricos que se encuentran en protocolo de
TCPH. Para ello, se realiz6 la genotipificacion de los genes KIR de 36 parejas de
donador-receptor por el método de SSO y la genotipificacion de HLA por
secuenciacion de nueva generacion. El analisis estadistico para la busqueda de
asociacion se realizdé por chi cuadrada, considerando significativos valores de
p<0.05, y la magnitud de la asociacidn se determind por regresion logistica. Se
observd que el haplotipo KIR encontrado mas frecuentemente en la poblacion
mexicana que acude al Hospital Infantil de México Federico Gémez es el Bx. Asi
mismo, se encontrd asociacion del gen KIR2DL2 del receptor con el desarrollo de
EICH y de los genes KIR2DS4 y KIR3DL3 del donador con un desenlace favorable
post-TCPH. Los resultados sugieren la importancia de incluir la tipificacion de los
genes KIR en la bateria de pruebas pre-trasplante de pacientes y donadores en

protocolo de TCPH.
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Introduccion

Antecedentes

Antecedentes del trasplante de células hematopoyéticas (TCPH)

Tras el descubrimiento de la existencia de una célula troncal hematopoyética
caracterizada fenotipicamente por la presencia de los marcadores CD34+, CD38+,
CD133+, CD117+ y HLA-DR (Antigeno Leucocitario Humano DR) como antigenos
de superficie y que tiene la capacidad de dar origen a todas las células sanguineas
(Dominguez et al., 2015), comenzaron las investigaciones que sentaron las bases
para el trasplante de células hematopoyéticas (TCPH). En la década de los afios
50, los experimentos realizados por Till y McCulloch demostraron que la
administracion de células de la médula 6sea en ratones sometidos a dosis letales
de radiacion podia evitar su muerte gracias a la capacidad de estas células para
colonizar la médula 6sea del raton receptor y restablecer una hematopoyesis sana
(Gaytan, 2013; Jaime et al., 2004). Mas adelante, en los afos de 1957 y 1959,
fueron llevados a cabo el primer TCPH en humanos y el primer trasplante alogénico
respectivamente. Posteriormente, a finales de la década de los 60 y con el
descubrimiento del complejo principal de histocompatibilidad, se lograron llevar a
cabo los primeros TCPH con donadores compatibles de manera exitosa (Gaytan,

2013).

En México, el primer trasplante de células hematopoyéticas se realiz6 en el Instituto
Nacional de Nutricion por el Dr. Ricardo Sosa en el aino de 1980. En el Hospital
Infantil de México Federico Gémez, el primer TCPH se realizé en el afio de 1989

(Gaytan, 2013).



Generalidades del TCPH

El TCPH tiene como principal objetivo restaurar la funcion hematopoyética de la
médula 6sea del receptor debido a que esta se ha visto afectada por alguna
enfermedad propia de su médula ésea o como consecuencia de alguna otra
patologia. En algunas ocasiones, el TCPH también puede tener como objetivo
contrarrestar el efecto que presentan algunos tratamientos como la quimioterapia o

la radioterapia (Gaytan, 2013).

El TCPH se ha indicado como tratamiento para muchas enfermedades

hematoldgicas y no hematoldgicas como lo son (Gaytan, 2013; Jaime et al., 2004):

a) Enfermedades hematoldgicas: anemias aplasicas, anemia de Fanconi,
talasemias, osteopetrosis, enfermedad de Gaucher, sindrome de Wiskott-
Aldrich.

b) Enfermedades oncohematoldgicas: leucemia linfoblastica aguda (LLA),
leucemia mieloblastica aguda (LMA), leucemia granulocitica cronica (LGC),
linfoma Hodgkin y no Hodgkin.

c) Enfermedades no hematoldgicas: tumores soélidos, neuroblastomas, tumores
cerebrales, sarcoma de Ewing.

Previo a que se lleve a cabo el TCPH, es necesario someter al receptor a un
régimen de acondicionamiento a base de quimioterapia y/o radioterapia cuya
finalidad es reducir la cantidad de células tumorales (cuando hay una neoplasia) y
suprimir su sistema inmunoldgico para favorecer la aceptacion de las células
trasplantadas (Bacigalupo et al., 2009; Lum et al., 2019; Saad et al., 2023). Estos

regimenes pueden clasificarse en tres:
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a)

b)

Mieloablativo: se aplican altas dosis de quimioterapia y/o radioterapia que
destruyen por completo las células de la médula ésea del receptor; sin
embargo, su toxicidad y mortalidad son elevadas.

No mieloablativo: se utilizan dosis bajas de quimioterapia y/o radioterapia,
no se destruye por completo la médula ésea del receptor, pero presentan
menor mortalidad.

De intensidad reducida: es una categoria intermedia entre los regimenes
mieloablativos y no mieloablativos. No destruyen por completo las células

hematopoyéticas del receptor, pero pueden presentar alta morbimortalidad.

Las células progenitoras hematopoyéticas pueden ser obtenidas de diferentes

fuentes. Dentro de las mas utilizadas actualmente se encuentran (Gaytan, 2013;

SSA et al., 2007; Soto et al., 2019):

a)

b)

Médula 6sea: las células se obtienen por aspirado de las crestas iliacas
mediante una puncion.

Sangre de corddon umbilical: las células progenitoras se obtienen del cordén
umbilical; en ella se encuentra una mayor cantidad de células que expresan
los antigenos de superficie CD34+, CD38+ y HLA-DR a comparacién de la
meédula ésea. Por otro lado, las interleucinas producidas también difieren de
las de la médula 6sea encontrandose en mayor cantidad la IL11, el factor de
células troncales y la trombopoyetina y en menor cantidad el factor
estimulante de colonias de granulocitos, factor de colonias de macrofagos,
IL1, IL15 e IL18.

Sangre periférica: las células troncales hematopoyéticas se obtienen de la

circulacién tras favorecer su movilizacion de la médula 6sea a la sangre
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mediante el uso de citocinas o factores de crecimiento hematopoyético,
como el factor de crecimiento de colonias granulociticas, mediante un

procedimiento de aféresis.

Tipos de TCPH

Dependiendo de la relacion entre el receptor y el origen de las células progenitoras
hematopoyéticas, los TCPH se pueden clasificar en (Gaytan, 2013; SSA et al.,

2007):

a) Autologos: las células progenitoras hematopoyéticas son obtenidas del
mismo receptor antes de someterse a quimioterapia y/o radiacion, son
conservadas y posteriormente reinfundidas. Este tipo de trasplante suele
realizarse en tumores solidos.

b) Alogénicos: las células progenitoras se obtienen de un individuo de la misma
especie que puede estar o no relacionado con el receptor. Cuando el
donador es gemelo idéntico del receptor, el trasplante se denomina
singénico; y cuando el trasplante se da entre mama o papa e hijo, se

denomina haploidéntico.

Compatibilidad en el TCPH

Para poder llevar a cabo una correcta selecciéon del donador para un TCPH,
ademas de otros requisitos para descartar contraindicaciones médicas como
estudios serologicos y analisis completos, es indispensable llevar a cabo la

tipificacion del sistema de antigenos leucocitarios humanos (HLA) tanto del receptor
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como del donador, ya que de existir discrepancias considerables entre ellos puede
presentarse como desenlace el rechazo de tipo celular o humoral del trasplante

(SSA et al., 2007).

El sistema HLA es un conjunto de genes altamente polimérficos que forman parte
del complejo principal de histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex,
MHC por sus siglas en inglés) en los seres humanos y es heredado en forma de
haplotipos con caracter autosémico codominante (Truijillo et al., 2018). Como se
muestra en la figura 1, se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 6

y esta estructurado en tres regiones (Truijillo et al., 2018):

a) HLA Clase I: codifica moléculas de histocompatibilidad clase I; esta
localizada en los locus A, B y C. Estas moléculas se expresan en la mayoria
de las células nucleadas.

b) HLA Clase Il: codifica moléculas de histocompatibilidad clase Il; esta
localizada en los locus DR, DQ y DP. Estas moléculas se expresan en la
membrana de las células presentadoras de antigeno como las células
dendriticas, los macréfagos y las células B.

c) HLA Clase Ill: codifica para moléculas funcional y estructuralmente
diferentes a las HLA clase | y Il como lo son componentes del complemento

y proteinas de inflamacién o choque térmico.
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Figura 1. Mapa genomico del antigeno leucocitario humano

Cromosoma 6
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Modificada de Berlingerio et al., 2009.

Las principales funciones bioldgicas de las moléculas de HLA son la presentacion
de antigenos y la regulacién de la respuesta inmune mediante el reconocimiento de
lo propio y lo ajeno. Las moléculas HLA de clase | presentan antigenos propios
endogenos a los linfocitos T CD8+ citotoxicos; la inexpresion de estas moléculas o
la expresion de antigenos tumorales o virales activa su funcion citotoxica. Por otro
lado, las moléculas HLA de clase |l presentan antigenos exdgenos a los linfocitos

T CD4+ cooperadores (Trujillo et al., 2018).

Debido a su papel en el reconocimiento de lo propio y lo ajeno, asi como su gran
cantidad de variantes genéticas, las moléculas de HLA juegan un papel importante
en el trasplante de 6rganos y tejidos. Las divergencias en los alelos del HLA de un
donador y un receptor son un factor determinante en el éxito o fracaso de un

trasplante (Trujillo et al., 2018).
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Complicaciones Post-TCPH

De manera general, los pacientes que no presentan complicaciones tras el TCPH
pueden incorporarse a sus actividades cotidianas con normalidad. Sin embargo,
existe la posibilidad de que los pacientes presenten complicaciones tempranas o

tardias.

Dentro de las complicaciones tempranas, la mas frecuente es la enfermedad de
injerto contra hospedero (EICH) que representa la principal causa de morbilidad y
mortalidad tras un TCPH y que puede incluso llegar a ocasionar la pérdida del
trasplante. Las complicaciones tardias incluyen infecciones recurrentes derivadas
de las deficiencias inmunitarias y alteraciones sistémicas como las hematicas,
cardiovasculares, pulmonares, gastrointestinales, neuroldgicas, entre otras

(Gaytan, 2013).

Generalidades de la Enfermedad injerto contra hospedero (EICH)

La enfermedad de injerto contra hospedero (EICH) es una de las complicaciones
mas frecuentes que se presentan después de un trasplante de células
hematopoyéticas. En la EICH, las células inmunocompetentes del donador que se
encuentran en el injerto reconocen como extrafas a las moléculas presentes en los
tejidos del receptor, usualmente por diferencias marcadas de histocompatibilidad,
ocasionando un dafio en los mismos (Justiz et al., 2022; Ramachandran et al.,
2019). Los sistemas y tejidos que se ven afectados mas frecuentemente en la
enfermedad son la piel, tracto gastrointestinal e higado; sin embargo, se han
observado también alteraciones en pulmones, rifiones, ojos y el sistema

hematopoyeético.
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La incidencia de la EICH es considerablemente alta, presentandose entre el 30 y
60% de los pacientes que recibieron un trasplante de células hematopoyéticas.
Ademas, representa una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
estos pacientes, llegando a ocasionar la muerte de hasta el 10% o 15% de los

mismos (Justiz et al., 2022; Ramachandran et al., 2019; Guarin et al., 2023).

El desarrollo de EICH vy la severidad con la que puede desarrollarse se encuentra
asociado a la presencia de algunos factores de riesgo como lo son (Justiz et al.,

2022; Flowers et al., 2011):

e Factores del receptor y/o del donador: incompatibilidades HLA, donadores
no relacionados, diferencias en el sexo, edad, aloinmunizaciones previas del
donador, seropositividad a citomegalovirus o virus de Epstein Barr.

e Fase de acondicionamiento: altas dosis de quimioterapia, uso conjunto de
quimioterapia y radioterapia.

En la EICH, los receptores de las células inmunocompetentes del donador que se
encuentran presentes en el injerto reconocen como ajenas las moléculas HLA de
clase | que se encuentran en los tejidos del receptor y para comprender la
fisiopatologia de la EICH, el desarrollo se divide en tres fases principales (Justiz et

al., 2022; Ramachandran et al., 2019):

e Aumento de la liberacidn de citocinas proinflamatorias y de la expresion de
moléculas de MHC derivado del dafo en tejidos causado por el régimen de
acondicionamiento.

e Activacion de las células inmunes del donador, usualmente células T, por

interaccidn con las células presentadoras de antigenos del receptor.
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e Migracion de linfocitos T citotoxicos y ceélulas NK al tejido blanco,
ocasionando un dafio en el mismo.

El desarrollo de EICH, en los diferentes sistemas, puede conllevar a su vez

multiples complicaciones como lo son bronquiolitis, neumonia, fibrosis,

malabsorcién, endotelitis, pericolangitis e infecciones que pueden tener un

desenlace mortal (Justiz et al., 2022).

Clasificacion de Ia EICH

La enfermedad de injerto contra hospedero (EICH) se clasifica comunmente de
acuerdo con el momento en el que se presenta la enfermedad, dividiéndose
principalmente en aguda y cronica. Sin embargo, en la actualidad puede dividirse
de acuerdo con las manifestaciones clinicas en 4 grupos (Justiz et al., 2022;

Ramachandran et al., 2019):

e EICH aguda clasica: se presenta en los primeros 100 dias después de
haberse llevado a cabo el TCPH con las manifestaciones clinicas clasicas
de una EICH aguda; en ella se ven usualmente afectadas piel, tracto
gastrointestinal e higado.

e EICH aguda persistente, recurrente o de inicio tardio: se presenta después
de los primeros 100 dias de haberse llevado a cabo el TCPH con las
manifestaciones clinicas clasicas de una EICH aguda.

e EICH crénica clasica: se presenta después de los primeros 100 dias de
haberse llevado a cabo el TCPH con manifestaciones clinicas clasicas de

EICH crodnica; en ella se presentan caracteristicas similares a las de
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esclerosis sistémica y enfermedades vasculares del colageno, asi como
infecciones recurrentes.
e Sindrome de superposicion: se presentan manifestaciones clinicas tanto de
EICH aguda como cronica.
La EICH aguda también puede dividirse en diversas etapas con base en las
manifestaciones clinicas y la severidad del dafio en los 6rganos involucrados. Para
ello se utiliza la escala de Glucksberg que asigna un grado global a la EICH del | al
IV de acuerdo con lo siguiente (Justiz et al., 2022; Ramachandran et al., 2019;

Guarin et al., 2023):

I. Leve: se encuentra involucrada la piel en estados iniciales; no hay dafo

hepatico o gastrointestinal.

II.  Moderada: se encuentra involucrada la piel en estados mas avanzados; hay
dafio hepatico o gastrointestinal leve.

lll. Severa: se encuentran involucradas la piel, el higado y/o el tracto
gastrointestinal con dafios importantes.

IV.  Tratamiento de por vida: se encuentran dafios muy severos en piel, higado
y/o tracto gastrointestinal.

Células Natural Killer (NK)

Las células asesinas naturales (Natural Killer, NK por sus siglas en inglés), también
conocidas como linfocitos citotdéxicos naturales son células que juegan un papel
importante en la respuesta inmune innata contra virus y la proliferacion de células
tumorales; constituyen aproximadamente el 15% de las células mononucleares que

se encuentran en la sangre. Pueden ser identificadas mediante la expresion de los
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marcadores CD56+, CD16+ y la ausencia del marcador CD3+, especifico de los

linfocitos T (Abbas et al., 2018; Sivori et al., 2019).

La principal funcion de las células NK es la destruccion de células infectadas por
virus y bacterias intracelulares, asi como de células tumorales. Para ello, las células
NK reconocen moléculas activadoras expresadas en las células infectadas o
dafiadas y liberan proteinas como la perforina y granzimas, que inducen la muerte
de las células diana por apoptosis, e interleucinas como el interferén gamma que
aumenta la actividad de los macrofagos para fagocitar y destruir microorganismos

fagocitados (Abbas et al., 2018).

Por otro lado, la forma en la que las células NK también distinguen a las células
infectadas o dafadas de las sanas es mediante moléculas HLA de clase |. El
reconocimiento de las moléculas HLA de clase | mantiene a las células NK
inactivas, evitando la destruccion de las células sanas; sin embargo, las células
danadas presentan una disminucion en la expresion de estos antigenos
favoreciendo su activacion para proceder con la destruccion de estas (Sivori et al.,

2019).

La regulacion de las células NK estd mediada por sefiales generadas por
receptores activadores e inhibidores que se encuentran en su superficie
promoviendo o inhibiendo la activacion de estas. De manera general, los receptores
activadores van a reconocer ligandos que se expresan en ceélulas infectadas o
dafiadas y favoreceran la actividad citotoxica de la célula NK, mientras que los

receptores inhibidores reconoceran ligandos que se encuentran expresados en

19



células sanas, como las moléculas HLA de clase |, e impediran su activacién (Abbas

et al., 2018; Sivori et al., 2019).

Dentro de los receptores activadores presentes en la célula NK se encuentran el
CD16, los NCR’s (del inglés, Natural Cytotoxicity Receptors) y NKG2D; y en los
receptores inhibidores se encuentran CD94 y NKG2A. También se encuentra
presente una familia de receptores denominados receptores inmunoglobulinicos del
linfocito citolitico natural (killer cell immunoglobulin-like receptors, KIR por sus siglas
en inglés) a la que pertenecen receptores tanto activadores como inhibidores

(Abbas et al., 2018).

Receptores KIR

Los receptores tipo KIR son un grupo de receptores de las células NK en el que se
encuentran receptores tanto activadores como inhibidores. Dependiendo del
receptor, estos pueden estar conformados por 2 dominios (2D) o 3 dominios (3D)
proteicos de tipo inmunoglobulina y una cadena citoplasmatica que puede ser corta
(S)olarga (L) (Figura 2). Ademas, los receptores activadores interaccionan a través
de su cadena citoplasmatica con un adaptador DAP12 que contiene secuencias de
tipo tirosina de activacién del receptor inmunitario (immunoreceptor tyrosine-based
activation motifs, ITAM por sus siglas en inglés); mientras que los receptores
inhibidores se encuentran asociados a estructuras de tipo tirosina de inhibicion del
receptor inmunitario (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs, ITIM por sus

siglas en inglés) (Debska-Zielkowska et al., 2021; Pende et al., 2019).
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Figura 2. Estructura de los receptores KIR activadores e inhibidores

Inhibidores Activadores
KIR3DL KIR3DS
KIR2DL D1 KIR2DL4 KIR2DS D1
D1 D2 D1 D1 D2
D2 D3 D2 D3
0000000 20000000000 Q.........O...d. (1. IR XXX TR I o0 (L2 X2 XX T] X X3 900000
. ITAM
DAP12

Modificada de Campbell et al, 2011.

Los receptores tipo KIR presentan como su principal ligando antigenos HLA de
clase |, especificamente a alelos HLA B y C que se encuentran dentro de los grupos
C1, C2 y Bw4. En la tabla 1 se muestran los alelos a los que se unen diferentes

receptores KIR (Debska-Zielkowska et al., 2021; Pende et al., 2019).
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Tabla 1. Receptores KIR y sus ligandos

Receptores Ligandos
KIR2DL2 (inhibidor) HLA-C1
KIR2DL3 (inhibidor) Alelos: HLA-Cw*02, Cw*04, Cw*05 y
KIR2DS2 (activador) Cw*06
HLA-C2

KIR2DLA1 (inhibidor)
Alelos: HLA-Cw*01, Cw*03, Cw*07 y
KIR2DS1 (activador)
Cw*08

HLA-Bw4
KIR3DL1 (inhibidor)
Alelos: HLA-A*23, A*24, A*32

HLA-Bw4
KIR3DS1 (activador)
Alelos: HLA-B*51

Organizacion genémica de los receptores KIR

Los genes que codifican para receptores KIR se encuentran en el cromosoma 19
dentro del complejo de receptores de leucocitos. Hasta el momento se conocen 16
genes KIR, de los cuales 14 codifican para una proteina (KIR2DL1, KIR2DL2,
KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4,
KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DS1, KIR3DL2, KIR3DL3) y 2 son pseudogenes
(KIR2DP1 'y KIR3DP1). De los 14 genes, los 6 de cadena corta (S) codifican para
receptores activadores y los 8 genes de cadena larga (L) codifican para genes

inhibidores (Debska-Zielkowska et al., 2021; Pende et al., 2019; Gao et al., 2020).
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Los genes KIR son altamente polimorficos, conociéndose mas de 1000 variantes
alélicas diferentes para ellos. Por lo anterior, es altamente probable que personas
no relacionadas entre si presenten receptores KIR diferentes (Debska-Zielkowska

etal.,, 2021).

Figura 3. Organizacion gendmica de los genes KIR en los haplotipos Ay B

IC——J| KIR3DX1

Centrémero N Teldmero
Y
N,
\\
\
Haplotipo A —{—Hil-Ee - | T HEH
3DL3 2DL3 2DP1 2DL1 3DP1 2DL4 3DL1 2DS4 3DL2
Haplotipo B
3DL3 2DS2 2DL2 2DLS gggg 2DP1 2DL1 3DP1 2DL4 3DS1 2DLS 2DS3 2DS5 2DS1 3DL2
(- ——— — S-S
3DL3 J - - | 30P1 2DL4 ]mLz
= ==
— 1 e —te - =k —— Jt:'l
- - . - - =
= - -
B |nhibidor M@ Activado B Pseudogen Base

Modificada de Ghannad et al., 2014.

Los grupos de alelos que forman a los genes KIR suelen heredarse juntos de un
solo progenitor, formando los haplotipos KIR. Como se muestra en la figura 3, se
han identificado dos principales haplotipos dependiendo de la composicidn genética

(Debska-Zielkowska et al., 2021; Pende et al., 2019; Gao et al., 2020):

e Haplotipo A: contiene unicamente un gen activador, el KIR2DS4 y otros

genes inhibidores.
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e Haplotipo Bx: es mucho mas variable, ya que contiene entre 1 y 5 genes
activadores (KIR2DS 1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 y KIR3DS1); también
pueden encontrarse genes inhibidores como KIR2DL2 y KIR2DLS.

Relacion de los receptores KIR con el TCPH y la EICH

Aunque se ha reportado poca informacion al respecto, se ha planteado que la
interaccidon entre los receptores KIR y sus ligandos de HLA clase | podria estar

involucrada en complicaciones post-TCPH.

Se han observado diferentes maneras en las que las células NK y sus receptores
KIR junto con sus ligandos contribuyen en el desarrollo de EICH. Una de ellas es
mediante la produccidn y liberacidén de altas cantidades de citocinas como el factor
de necrosis tumoral alfa y el interferbn gamma, activando a las células
presentadoras de antigenos del receptor y favoreciendo el reconocimiento de

aloantigenos (Gao et al., 2020; Hill et al., 2021).

Por otro lado, se ha observado que compatibilidades e incompatibilidades en los
receptores KIR-ligando entre el donador y el receptor puede conllevar al desarrollo
de EICH. Lo anterior probablemente debido a que si, tras el trasplante, los ligandos
presentes en las células del receptor no se unen satisfactoriamente a los receptores
KIR inhibidores de las células NK, se favorecera la activacion y aloreactividad de
estas ultimas. También se postula que los receptores KIR activadores pueden jugar
un papel importante en la aloreactividad de las células NK (Zhang et al., 2021; Sahin
et al., 2018; Torio et al., 2018). En las tablas 2 y 3 se muestra un resumen de
algunos de los efectos que se han observado que presentan los genes KIR sobre

el desarrollo de EICH y otras enfermedades importantes en diferentes estudios.
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Tabla 2. Relacion de los genes KIR con el desarrollo de EICH y otras enfermedades

Genes KIR Observaciones Referencia
Presencia en el donador y
KIR2DLA1 ausencia del ligando en el
(Willem et al., 2019)
KIR2DL2 receptor aumenta la
incidencia de EICH.
Reduccion en su expresion
KIR2DS2 favorece el desarrollo de (Li et al., 2021)
EICH.
La presencia del alelo
completo en el donador se
KIR2DS4 (An et al., 2020)
asocia al desarrollo de
EICH.
La presencia de estos
KIR2DS1 genes aumenta el riesgo de
KIR2DS5 adquirir enfermedad de (Samarani et al., 2019)
KIR2DS4 Crohn en personas de
descendencia europea.
Factor de susceptibilidad
KIR2DL2 para el desarrollo de (Soltani et al., 2020)
Diabetes Mellitus tipo I.
Posible factor de riesgo para
KIR2DLA1 el desarrollo de Lupus (Liang et al., 2017)

Eritematoso Sistémico.
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Asociacion positiva al riesgo

KIR2DL5

KIR2DS1

de desarrollar colitis

ulcerativa.

(Fathollahi et al., 2018)

Susceptibilidad a sindrome

KIR3DS1

de ovario poliquistico.

(Sala Elpidio et al., 2018)

KIR2DS4

KIR3DL1

Riesgo de desarrollar

COVID-19 severo.

(Hajeer et al., 2022)

Implicado en la patologia de

KIR3DS1

Psoriasis vulgaris.

(Graciano-Machuca et

al., 2020)

KIR2DS1

Incremento en el riesgo de

KIR2DS5

KIR3DS1

espondilits anquilosante.

(Rezaei et al., 2018)

Tabla 3. Relacion de los haplotipos y las concordancias KIR con el desarrollo de

EICH

Haplotipos KIR

Observaciones

Referencia

Pacientes trasplantados

con Haplotipo Bx

Aumento en la

incidencia de EICH

cronico.

(Sahin et al., 2018)

Concordancia en todos
los genes KIR

inhibidores

Disminucion de la

incidencia de EICH

cronico.

(Sahin et al., 2018)
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Concordancia en todos
los genes KIR

activadores

Disminucion de la
incidencia de EICH

cronico.

(Sahin et al., 2018)

Pacientes trasplantados

con Haplotipo Bx

Disminucion de la

incidencia de EICH.

(Torio et al., 2018)

Concordancia en todos

los genes KIR

Disminucion de la

incidencia de EICH.

(Torio et al., 2018)

Concordancia en todos

los genes KIR

Mayor riesgo de EICH
aguda grado Il a IV en

pacientes con LMA.

(Zhang et al., 2021)

Pacientes trasplantados

con Haplotipo A

Disminucion de la
incidencia de EICH
aguda en pacientes con

LMA.

(Hong et al., 2021)

Pacientes trasplantados

con Haplotipo B

Menor riesgo de EICH
aguda grado Il a IV en

pacientes con LMA.

(Heatley et al., 2018)

Pacientes trasplantados

con Haplotipo Bx

Mayor riesgo de EICH
aguda grado lll a IV en

pacientes con LMA.

(Hosokai et al., 2017)
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Planteamiento del problema

La enfermedad de injerto contra hospedero (EICH) es considerada una de las
complicaciones mas frecuentes de los trasplantes de células hematopoyéticas,
asociandose a una de las principales causas de la pérdida del trasplante y
mortalidad en estos pacientes. Ademas, considerando que el costo de un trasplante
de células hematopoyéticas (TCPH) en nuestro pais ronda entre los 55 mil y los
166 mil dolares (Diaz, 2023) y que el desarrollo de EICH genera estancias
hospitalarias prolongadas y, con ello, aumento en los costos de atencion médica,
es importante conocer y determinar otros factores que podrian estar involucrados
en el desarrollo de este padecimiento, como lo son los genes KIR. Por lo anterior,
el conocer si existe asocaicion entre los genes KIR de la pareja donador-receptor

con el desarrollo de EICH es importante para la prevencion de esta complicacion.
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Justificacion

Como se ha observado, la incidencia de EICH es bastante alta, presentandose en
entre el 30 y 60% de los pacientes que reciben un TCPH y ocasionado la muerte
en hasta el 15% de los mismos (Justiz et al., 2022; Ramachandran et al., 2019;
Guarin et al., 2023). En el 2015, se presentd una incidencia de EICH del 18.7% en
pacientes pediatricos que recibieron trasplante de células hematopoyéticas en el
Hospital Infantil de México Federico Gomez (Jaramillo et al., 2018), cifra que ha ido
al alza. Por ello, el conocimiento y determinacion de factores que puedan estar
asociados con el desarrollo de dicho padecimiento, como lo son los genes KIR,
puede brindar informacion importante que siente las bases para que en un futuro
pueda incluirse su tipificacidn en la bateria de estudios pre-trasplante y con ello
poder realizar una seleccion del donador mas minuciosa, asi como predecir el
desarrollo de EICH e incrementar la posibilidad de éxito del trasplante beneficiando

asi a los pacientes que sean sometidos a este tratamiento.

29



Hipotesis

Hay asociacion entre uno o mas genes KIR del receptor y/o del donador con el
desarrollo de la enfermedad de injerto contra hospedero (EICH) en pacientes

pediatricos en protocolo de trasplante de células hematopoyéticas.

30



Objetivo general

Evaluar la asociacion de los genes KIR con el desarrollo de la enfermedad de injerto
contra hospedero (EICH) en pacientes pediatricos que se encuentran en protocolo

de trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH).

Objetivos especificos

e Realizar la genatipificacion de las moléculas de HLA clase | en las parejas
de donador y receptor en protocolo de TCPH.

e Realizar la genotipificacion de los receptores KIR en las parejas de donador
y receptor en protocolo de TCPH.

e Definir la asociacion entre los genes KIR del receptor y el diagndstico de
base de los pacientes en protocolo de TCPH.

e Establecer la asociacion de los genes KIR del receptor y el donador con el
diagnodstico de EICH y el estado actual de los pacientes en protocolo de

TCPH.

31



Materiales y métodos

En la figura 4 se muestra un diagrama que resume la metodologia llevada a cabo

para la realizacion del proyecto; posteriormente se ahondara en cada paso.

Figura 4. Diagrama de flujo de la metodologia

Seleccion de la muestra

Extraccion de DNA

Genotipificacion de HLA

Genotipificacidén de receptores KIR

Analisis estadistico

Tamaio y seleccion de la muestra

Tomando en cuenta que el numero de trasplantes de células hematopoyéticas que
se realizan en el Hospital Infantil de México Federico Gomez (HIMFG) es de 20 al
ano y la incidencia reportada de EICH en un reporte previo fue de 18.7% (Jaramillo
et al., 2018), se realizo el célculo del tamafo de muestra representativo para una

p<0.05 a un intervalo de confianza del 95%.

~ (20) * 1.962 * 0.187 = 0.813
"= (20—1) * 0.052 + 1.962 * 0.187 = 0.813

n=185= 19
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Se tomaron en cuenta los siguientes criterios de inclusion para conformar a la

muestra:

e Parejas de receptor-donador que se hayan sometido a trasplante de células
hematopoyéticas en el periodo de 2015 a 2020 en el Hospital Infantil de
México.

e Contar con la firma del consentimiento informado por parte del receptor y
donador.

Se tomaron como criterios de exclusion los siguientes:

e Falta de informacion en el expediente clinico relativa al desarrollo de la
enfermedad de injerto contra hospedero o al estado actual del paciente.

e Ausencia de la muestra pre-trasplante de DNA del receptor y/o del donador.

¢ Que no se cuente con la firma del consentimiento informado del receptor y/o
del donador.

Se tomaron como criterios de eliminacion los siguientes:
e Muestra de DNA de calidad inadecuada del receptor y/o del donador.
e Sujetos que hayan decidido retirarse del estudio.

Extraccion de DNA

Se realizo la extraccion de DNA de muestras de sangre periférica del donador y del
receptor mediante la técnica de columnas de silice (kit comercial, QlAamp DNA Mini
Kit). Se determiné la concentracion aproximada y la calidad del DNA estableciendo
la relacion de las absorbancias de las muestras a las longitudes de onda de 260 y
280 nm por espectrofotometria utilizando el equipo NanoDrop y, posteriormente, se

confirmd la concentracion por fluorometria (Qubit). Se realizaron las diluciones de
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las muestras para alcanzar una concentracién de entre 20 y 30 ng/uL y se

almacenaron a -20°C.

Genotipificacion de HLA

Se realizé la genotipificacion de HLA Clase | y Clase Il mediante secuenciacion de
nueva generacion (kit comercial, AllType™ NGS 11 loci Amplification Kit) que de

manera general consta de los siguientes pasos:

-

. Amplificacion y purificacion de la muestra.

2. Normalizacion de las muestras a 100 ng.

3. Tagmentacion de las muestras (fragmentacion, indexado y ligacion).

4. Seleccion de los fragmentos del tamaio de interés (300 pb a 1 kpb).

5. Amplificacién y purificacion de los fragmentos.

6. Preparacion de la libreria.

7. Secuenciacion.
Al finalizar, se obtuvieron las secuencias de los genes completos del loci A, B, C,
DQA1 y DPA1 y las secuencias del exén 2 al extremo 3'UTP de los locus
DRB1/3/4/5, DQB1y DPB1 para posteriormente determinar los alelos de HLA Clase

| (A, By C) de cada pareja de donador y receptor.

Genotipificacidon de receptores KIR

Se realiz6 la genotipificacion de los genes KIR mediante la técnica de SSO (kit
comercial, KIR SSO Genotipyng Test) que de manera general consta de los

siguientes pasos:

1. Amplificacion:
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a. Se obtienen tres secuencias utilizando 3 pares de primers diferentes:
uno para el exon 3y 4 (Grupo 1), uno para el exon 5 (Grupo 2) y uno
para los exones 7, 8 y 9 (Grupo 3).
b. El programa de amplificacion se encuentra distribuido de la siguiente
manera:
i. Paso 1: 96°C por 3 minutos (1 ciclo)
ii. Paso 2: 96°C por 20 segundos — 60°C por 20 segundos — 72°C
por 20 segundos (5 ciclos)
iii. Paso 3: 96°C por 10 segundos — 60°C por 15 segundos — 72°C
por 20 segundos (30 ciclos)
iv. Paso 4: 72°C por 10 minutos (1 ciclo)
v. Paso 5: Mantener 4°C (1 ciclo)
2. Desnaturalizacion y Neutralizacion.
3. Hibridacion.
4. Marcaje y lectura.
Al finalizar, se obtuvieron los genotipos de las muestras de acuerdo con el patron

de lectura arrojado por el equipo.
Operacionalizacion de las variables

En la tabla 4 se muestra la operacionalizacion de las diferentes variables que se

trabajaron en el estudio.
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Tabla 4. Descripcion operacionalizada de las variables del estudio

Tipo de Definicién Definicién Unidad de
Variable
variable conceptual operacional medida
Caracteristicas
biolégicas y
Categorica
fisiologicas Femenino
Sexo nominal bioldgico del
que definen a Masculino
dicotomica
hombres y
mujeres
Tiempo que ha
Cuantitativa cumplidos a
Edad vivido una Anos
discreta la realizacion
persona
del TCPH
Enfermedad,
Oncohematoldgi
afeccion o diagnostico
Categorica co
Diagnéstico lesion inicial por el cual
nominal No
de base identificada
dicotomica Oncohematoldgi
por sus signos  protocolo de
co
y sintomas
Relacion
El donador
Tipo de Categorica  existente entre
para el TCPH Relacionado
trasplante nominal el donadory el
No Relacionado
alogénico dicotobmica receptor en un

trasplante

familiar o una

36



persona no

relacionada
Complicacion
post-TCPH en  Desarroll6 o
Enfermedad
Categorica la que las no desarrollo
de injerto Si
nominal células del EICH
contra No
dicotomica  injerto atacan  después del
hospedero
los tejidos del TCPH
receptor
Situacion en la
Categorica que se El paciente
Estado Vivo
nominal encuentra una actualmente
actual Fallecido
dicotomica persona en vive o fallecio

este momento

Analisis estadistico

Utilizando el programa estadistico SPSS v.29.01, se determinaron las frecuencias
haplotipicas y génicas por sexo, diagnéstico de base, estado actual y diagnéstico
de EICH en los pacientes con TCPH. También se determinaron las frecuencias
geénicas presentes en los donadores de células hematopoyéticas. Posteriormente,
se realizd la comparacion de las frecuencias génicas por diagnostico de base,
estado actual y diagndstico de EICH utilizando la prueba de chi cuadrada,

considerando un resultado estadisticamente significativo cuando p<0.05. La
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magnitud de la asociacion (Odds Ratio) se determind por regresion logistica binaria

con un intervalo de confianza del 95%.

Consideraciones éticas

Se cuenta con una evaluacion del protocolo (anexo 1) y el consentimiento
informado (anexo 2). Se cumplieron con los principios bioéticos que deben regir
toda investigacion que involucra sujetos humanos como los que son declarados en:
la declaracion de Helsinki, Informe Belmont y las Normas y criterios éticos

establecidos en los cédigos nacionales de ética y/o leyes vigentes.

38



Resultados
Caracteristicas de la poblacién

Se estudiaron 36 pacientes pediatricos sometidos a trasplante de células
hematopoyéticas en el periodo de 2015 a 2020 en el Hospital Infantil de México

Federico Gomez; sus caracteristicas generales se enlistan en la tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas generales de la muestra

Caracteristicas Descripcion
Masculino 50.0% (n=18)
Sexo
Femenino 50.0% (n=18)
Edad 1 a 19 anos 7.0 (4.0-12.75)
Relacionado 88.9% (n=32)
Trasplante
No relacionado 8.3% (n=3)
alogénico
Sin Dato 2.8% (n=1)

LLA: 50% (n=18)
Oncohematologico
LGC: 5.6% (n=2)
69.4% (n=25)
LMA: 13.9% (n=5)

AA: 16.7% (n=6)
Diagnéstico de base

No Osteopetrosis: 2.8% (n=1)
Oncohematologico APSR: 5.6% (n=2)
30.6% (n=11) SM: 2.8% (n=1)

Drepanocitocis: 2.8% (n=1)

Si 30.6% (n=11)
Desarrollo de EICH

No 69.4% (n=25)
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Vivo 66.7% (n=24)
Estado actual

Fallecido 33.3% (n=12)

LLA: Leucemia Linfoide Aguda; LGC: Leucemia Granulocitica crénica; LMA: Leucemia Mieloide

Aguda; AA: Anemia aplasica; APSR: Aplasia Pura Serie Roja; SM: Sindrome mielodisplasico.

Haplotipos KIR

En las figuras 5a y 5b se muestran graficamente los haplotipos encontrados en la
poblacién mexicana del Hospital Infantii de México Federico Gomez, tanto de

pacientes como de donadores.

Figura 5. Haplotipos KIR
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Figura 5a. Haplotipos encontrados en pacientes de TCPH del HIMFG
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Figura 5b. Haplotipos encontrados en donadores para TCPH del HIMFG

El porcentaje de las frecuencias para cada haplotipo KIR (A o Bx) en los pacientes

se describe en la tabla 6 categorizando por sexo, diagnostico de base, estado actual

del paciente y el desarrollo de EICH post-TCPH.

Tabla 6. Frecuencia de los haplotipos KIR en pacientes con TCPH

Frecuencia haplotipo

Categoria
A Bx
Masculino 5.6% (n=1) 94.4% (n=17)
Sexo
Femenino 16.7% (n=3) 83.3% (n=15)

Diagnéstico de  No Oncohematoldgicas 18.2% (n=2) 81.8% (n=9)

base Oncohematoldgicas 8.0% (n=2) 92.0% (n=23)

Vivo 8.3% (n=2) 91.7% (n=22)
Estado actual

Fallecido 16.7% (n=2)  83.3% (n=10)
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Diagnostico de Si 18.2% (n=2) 81.8% (n=9)

EICH No 8.0% (n=2)  92.0% (n=23)

Frecuencias génicas KIR

Las frecuencias de cada uno de los genes KIR en los pacientes se muestran
categorizando por sexo (figuras 6a), diagnéstico de base (figuras 6b), estado actual

(figuras 6c¢) y diagnostico de EICH post-TCPH (figuras 6d).

Se observé una mayor frecuencia de los genes KIR2DL1, KIR2DL2 y KIR2DL5 en
los pacientes que desarrollaron EICH después del trasplante con respecto a

aquellos que no lo desarrollaron.

Figura 6. Frecuencias génicas KIR

Frecuencias Génicas KIR por sexo

100.00%
90.00%
80.00%

70.00%

60.00%

50.00%

40.00%

30.00%

20.00%

10.00% I
0.00% I

3DL1 2DL1 2DL3 2DS4 2DL2 2DL5 3DS1 2DS1 2DS2 2DS3 2DS5 2DL4 3DL2 3DL3

Femenino m Masculino

Figura 6a. Frecuencias génicas KIR por sexo
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Frecuencias Génicas KIR por diagndstico de base
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Figura 6b. Frecuencias génicas KIR por diagndstico de base
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Figura 6¢. Frecuencias génicas KIR por estado actual del paciente
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Frecuencias Génicas KIR por desarrollo de EICH
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Figura 6d. Frecuencias génicas KIR por desarrollo de EICH

Por otro lado, en la tabla 7 se muestran las frecuencias génicas de KIR en los
donadores, siendo los genes KIR2DS4 y KIR3DL3 los que se presentan en mayor

porcentaje.

Tabla 7. Frecuencia de los genes KIR en donadores para TCPH

Gen Frecuencia observada
3DL1 44.4% (n=16)
2DL1 58.3% (n=21)
2DL3 47.2% (n=17)
2DS4 66.7% (n=24)
2DL2 27.8% (n=10)
2DL5 8.3% (n=3)

3DSs1 27.8% (n=10)
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2DS1 22.2% (n=8)

2DS2 47.2% (n=17)
2DS3 5.6% (n=2)

2DS5 55.6% (n=20)
2DL4 58.3% (n=21)
3DL2 55.6% (n=20)
3DL3 75.0% (n=27)

Evaluacion de las asociaciones de los genes KIR

Como se muestra en la tabla 8, al realizar la comparacion de las frecuencias de los
genes KIR entre los pacientes con diagndstico oncohematoléogico o no
oncohematoldgico, no se encontro diferencia significativa (p<0.05) para ninguno de

los genes.

Tabla 8. Comparacion de frecuencias de los genes KIR por diagnéstico de base

Valor de p
Gen
Oncohematolégica No Oncohematoldgica
3DL1 0.299 0.946
2DL1 0.346 0.531
2DL3 0.511 0.946
2DSs4 0.650 0.589
2DL2 0.538 0.503
2DL5 0.429 0.999
3DSs1 0.535 0.503
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2DS1 0.871 0.687

2DS2 0.156 0.946
2DS3 0.942 0.999
2DS5 0.104 0.306
2DL4 0.094 0.531
3DL2 0.972 0.629
3DL3 0.229 0.406

Se presenta el valor de p obtenido en la prueba de chi cuadrada; * se considera significativa p<0.05

Al comparar las frecuencias de los genes KIR de los pacientes que desarrollaron
EICH con los que no la desarrollaron, se encontré que existe relacion de este
suceso unicamente con el gen KIR2DL2 (tabla 9). Al realizar el analisis entre los
pacientes fallecidos y los vivos (estado actual), no se encontro relacion de algun
gen del receptor con el estado actual del paciente (tabla 9). Sin embargo, al analizar
las frecuencias de los genes del donador entre estos mismos grupos, se encontro
que existe relacion entre los genes KIR2DS4 y KIR3DL3 y el estado actual del

paciente (tabla 10).

Tabla 9. Comparacion de frecuencias de los genes KIR del receptor por desarrollo

de EICH y estado actual

Valor de p
Gen
Desarrollo de EICH Estado actual
3DL1 0.936 0.813
2DL1 0.071 0.160
2DL3 0.177 0.346
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2DS4 0.835 0.418

2DL2 0.012* 0.112
2DL5 0.073 0.461
3DS1 0.134 0.624
2DS1 0.617 0.610
2DS2 0.983 0.624
2DS3 0.913 0.234
2DS5 0.872 0.351
2DL4 0.888 0.813
3DL2 0.177 0.346
3DL3 0.151 0.806

Se presenta el valor de p obtenido en la prueba de chi cuadrada; * se considera significativa p<0.05

Tabla 10. Comparacion de frecuencias de los genes KIR del donador con desarrollo

de EICH y estado actual

Valor de p
Gen
Desarrollo de EICH Estado actual
3DL1 0.620 0.522
2DLA1 0.825 0.775
2DL3 0.293 0.522
2DS4 0.633 0.010*
2DL2 0.539 0.427
2DL5 0.147 0.187

3DS1 0.817 0.427
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2DS1 0.868 0.232

2DS2 0.209 0.386
2DS3 0.999 0.999
2DS5 0.059 0.118
2DL4 0.825 0.775
3DL2 0.663 0.146
3DL3 0.182 0.048*

Se presenta el valor de p obtenido en la prueba de chi cuadrada; * se considera significativa p<0.05

La magnitud de la asociacion se determind por regresion logistica, el odds ratio
obtenido para la asociacion entre el gen KIR2DL?2 del paciente y la EICH se muestra
en la tabla 11, mientras que los odds ratio obtenidos para la asociacion entre los
genes KIR2DS4 y KIR3DL3 del donador y el estado actual del paciente se muestran

en la tabla 12.

Tabla 11. Asociacion entre los genes KIR del receptor y el desarrollo de EICH

Gen Exp(B) Intervalo de confianza Valor p

2DL2 8.800 1.620 — 47.798 0.012

Se presenta el valor de Odds ratio para cada gen con el que se encontré asociacion obtenido por
regresion logistica binaria y considerando significativo p<0.05

Tabla 12. Asociacion entre los genes KIR del donador y el estado actual

Gen Exp(B) Intervalo de confianza Valor p
2DS4 0.100 0.017 - 0.577 0.010
3DL3 0.143 0.021-0.979 0.048

Se presenta el valor de Odds ratio para cada gen con el que se encontré asociacion obtenido por
regresion logistica binaria y considerando significativo p<0.05
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Discusién
Se ha observado en diferentes estudios que los receptores KIR pueden tener una
participacion activa en el desarrollo de la EICH, una de las principales

complicaciones que presentan los pacientes sometidos a trasplante de células

hematopoyéticas.

Al identificar los haplotipos KIR presentes en la muestra estudiada, considerando
tanto pacientes como donadores, se observd que el haplotipo que predomina
mayoritariamente en la poblacion mexicana que acude al HIMFG para la realizacion
de un TCPH es el Bx, informacién que se encuentra en cooncordancia con la
reportada en la Lista de Genotipos de Refernecia KIR (Allele Frequency Net

Database, 2022).

En el presente estudio se observo que la presencia del gen KIR2DL2 en el genotipo
del receptor se encuentra asociado a una mayor porabilidad de desarrollar EICH.
En contra parte, un estudio realizado en pacientes de la Unidad de Hematologia del
Hospital de la Universidad de Nantes en Francia reveld que los pacientes
trasplantados con células de un donador que en su genotipo KIR presentaba el gen
KIR2DL2 se asociaba a una mayor incidencia de EICH cuando el paciente

presentaba ausencia del correspondiente ligando HLA (Willem et al., 2019).

Se conoce que los ligandos HLA que son reconocidos por el gen KIR2DL?2
pertenecen al grupo de HLA-C1, dentro del cual se encuentran alelos como el HLA-
Cw*02, HLA-Cw*04, HLA-Cw*05, y HLA-Cw*06 (Debska-Zielkowska et al., 2021;
Pende et al., 2019). Al ser estos reconocidos por el receptor KIR2DL2 se generara

una respuesta que favorecera la inactivacion de las células NK; sin embargo, la
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ausencia de estos alelos podria ocasionar el dafo a los tejidos cuando se encuentra
presente dicho receptor. Una limitante del estudio fue la imposibilidad de tener
acceso a los haplotipos HLA de los pacientes que conformaron la muestra, por lo
que la determinacion de una posible asociacion entre las incompatibilidades HLA y

los genes KIR no pudo ser realizada.

Por otro lado, diversos estudios han evaluado y demostrado la participacion de los
genes KIR en el desarrollo de multiples enfermedades inflamatorias y autoinmunes.
Particularmente, el gen KIR2DL2 ha sido encontrado como factor de riesgo al
desarrollo de enfermedades autoinmunes como la diabetes mellitus tipo | y la
trombocitopenia inmune (Soltani et al., 2020; Nourse et al., 2012). Estos hallazgos

refuerzan la participacion de estos genes en procesos inmunes como lo es la EICH.

Para poder relacionar la participacion del gen KIR2DL 2 con el desarrollo de la EICH,
se ha propuesto un mecanismo mediante el cual las células NK podrian estar

involucradas en el desarrollo dicha patologia (figura 7).

Por otro lado, se observd que los genes KIR2DS4 y KIR3DL3 cuando estan
presentes en el donador representan un factor protector contra un desenlace fatal
post-TCPH. Investigaciones realizadas en poblaciones europeas han demostrado
que la realizacion de TCPH a partir de donadores que presentan la variante trunca
del gen KIR2DS4 conlleva a un mejor desenlace del paciente (Burek et al., 2017;
Gowdavally et al., 2023). Esto podria corresponder con los resultados encontrados
en este estudio si se considerara que dicha variante es la que se encuentra
presente en la poblacion estudiada; sin embargo, seria necesario determinarla

especificamente para corroborar dicha posibilidad.
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Figura 7. Mecanismo propuesto para el desarrollo de EICH

(Aptsiauri et al, 2007)

® ® @ nacue
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Created in BioRender.com bio

Nota: El régimen de acondicionamiento al que es sometido el paciente previo a un
TCPH, ocasiona un dano en los tejidos que provoca la supresion de moléculas de
HLA en su superficie (Aptsiauri et al, 2007) y con ello la activacion de las células
NK del paciente. La liberacidon de IFN-y junto con otras citocinas por la NK, favorece
la actividad de las células presentadoras de antigeno del paciente, activando a las
células T competentes del donador que fueron infundidas junto con las células
troncales hematopoyéticas. La activacion de macréfagos por la liberacion de IL-2 e
IFN-y por las células Tc1 y la liberacion del TNF-a por parte de las células Th1, Tc1

y los macréfagos ocasiona el dafio en los tejidos asociado al desarrollo de la EICH.

Es importante recordar que los receptores KIR no son los unicos presentes en las

células NK, por lo que pueden no ser los unicos involucrados en el desarrollo de
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EICH. Otro estudio ha sugerido que el receptor NKp46 podria también estar
involucrado en el dafo a tejidos que caracteriza a la EICH al estar ausente en las

células NK del donador (Simonetta et al., 2017).

Cabe mencionar que los receptores KIR no son unicamente expresados por las
células NK, sino tambiém por células T. Se ha visto que estos también pueden ser
expresados por algunas subpoblaciones de linfocitos T CD8+ senescientes en las
que participan disminuyendo la actividad citotoxica de dichas células y en la
regulacion de la respuesta inmune (Koh et al., 2023). Por lo anterior, al no haber
realizado una separacion de las células NK previa de la genotipificacién de los
genes KIR, existe la posibilidad de que los resultados puedan corresponder a

células T.

Finalmente, la fuerza con la que las células NK son activadas o inhibidas se
encuentra estrechamente relacionada con la expresiéon de los receptores en la
membrana celular. Esta expresion puede verse afectada o favorecida por diferentes
mecanismos moleculares y genéticos como lo son la inhibicion en la metilacién del
DNA, que se ha visto aumenta su expresion en las células T, o los mismos
polimorfismos de los alelos pueden influir en la cantidad de receptores que se
expresan en la célula (McErlean et al., 2010; Liu et al., 2009). Por ello, al conocer
que existe una asociacion entre el gen KIR2DLD con el desarrollo de EICH vy los
genes KIR2DS4 y KIR3DL3 con un desenlace favorable post-TCPH, seria
importante profundizar en el estudio de la expresion de estos genes para

complementar los resultados encontrados.
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Conclusiones

La EICH es una de las complicaciones que se observan mas frecuentemente
después de un TCPH, presentandose en el 30.6% de los pacientes estudiados; por
lo que la evaluacion de los genes KIR permitio establecer su relacion con el

desarrollo de dicha complicacion.

La presencia del gen KIR2DL2 en el genotipo KIR del paciente se encuentra
asociada con el desarrollo de EICH tras un TCPH alogénico en pacientes
pediatricos. Por otro lado, los genes KIR2DS4 y KIR3DL3 presentes en el genotipo
de los donadores confieren un factor de proteccion ante un desenlace fatal post-
trasplante de células hematopoyéticas. Sin embargo, es necesario aumentar la

cantidad de muestra para confirmar la presencia de otras posibles asociaciones.

Por lo anterior, y al ser un grupo de receptores altamente polimérfico, la
genotipificacion de los receptores KIR deberia ser considerada dentro de las
pruebas necesarias para la seleccibn de los donadores de células

hematopoyéticas.
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Perspectivas

Los resultados obtenidos en el presente estudio ofrecen una base para la
realizacion de nuevas investigaciones que contribuyan en el esclarecimento de la
participacion de los genes KIR en el desarrollo de la EICH y el desenlace post
trasplante de los pacientes sometidos a un TCPH. Para ello, se vuelve necesaria la
realizacion de estudios que evaluen la expresion de los diferentes receptores KIR
en las células NK; ya que al ser un grupo de genes altamente polimorficos, pueden
encontrarse distintos niveles de expresion, repercutiendo asi en la respuesta
inhibitoria o activadora de estas células y por ende en el desarrollo o resistencia de

la EICH.
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Anexos

Anexo 1. Evaluacién de protocolo

Hospital Infantil de México Federico Gémez
Instituto Nacional de Salud

Departamento de Laboratorio Clinico
SALUD |g®

2520/ 73Y /2023

SECRETARIA DE SALUD

Ciudad de México 15 de noviembre del 2023

Asunto: Solicitud de evaluacién de protocolo

DR. MIGUEL KLUNDER KLUNDER
SUBDIRECTOR DE INVESTIGACION
PRESENTE

Por medio de la presente le solicito a usted se someta a valoracién por parte de los comités de investigacion, ética
y bioseguridad el protocolo: “Evaluacién de la asociacién entre los genes kir y la enfermedad de injerto contra
hospedero en pacientes pediatricos con trasplante de células hematopoyéticas”

Investigador Principal: M en C Israel Parra Ortega®
Investigador Suplente: M en C Tania Angeles Floriano?
Investigadores Asociados: Dr. José Félix Gaytan Morales?, M en C Armando Vilchis Ordéfiez®.

!Jefatura del Departamento de Laboratorio Clinico, Hospital Infantil de México Federico Gomez.
2%pepartamento de Laboratorio Clinico, Hospital Infantil de México Federico Gdmez.
3)efatura de la Unidad de Trasplante de Médula Osea, Hospital Infantil de México Federico Gomez.

Financiamiento: Ninguno

Se enlistan los documentos a evaluar:
e Anexo 1. Formato de solicitud de evaluacion de proyectos
e Anexo 2. Cronograma del estudio
e Anexo 3. Guia para la evaluacion de las consideraciones éticas
e Anexo 4. Formato del comité de bioseguridad

Sin mas por el momento, quedo de usted.

AtenyYamente

Dr. Marquez 162, Col. Doctores, C.P. 06720, Alcaldia Cuauhtémoc, Ciudad de México 2{023\/
Tel: (52) 5552289917 Ext.2280 y 9108. www.himfg.edu.mx Frincisco
VIEA

SN T ENEN QL7 S
S \,'\\\\P\\‘ ¢l l\"_,\’) N\ £s

> 2 eSS =X A\ 8 2l E - SRS = =\V N3 - |

66



to informado

imien

Anexo 2. Consent

Z'} A OPEULIOJU| OJUBIWIRUASUOD OP OjeuLO
13

‘S9SOW £ Op BISS OIPNISS [P [B10) UOIOBIND 87

¢olants3a
31S3 N3 YugVH S3INVdIOILYVd SOINYND A 0Ianis3 13a NQIOVANG V1 yu3s WYNo?-z

op 0)x3 ap 1q! el
JejuSWaIOUl @ HOIT 9P O]|OLESAP |8 JIoapald OWOO |SE ‘BSOONUIW SBL JOPBUOP [8P UQIDJ3[es Bun asiez|eal
epand oinny un ua anb eised seseq se| 8jusls anb sjuepodwi ugoeuLoUl Jepullq apand ‘ojusiwioaped
9)S9 ap 0J|oLESap |8 UOD SOPeIJOSE Jejsa uepand anb ap uopeul K Ll |e ‘ojj@ Jod

“EOIP9W UQIOUSJE Bp SOJSOO SO| US Ojuawne un ‘ojj@ uod ‘A sepebuojoid
seuejeldsoy sepueise esousb HOI3 op 19 ‘sewap! 1oed sojsa ua pepjiepow A sjuejdses
|op epipsad e| ap sesned sajediouud Se| 8p eun e asopugoose ‘seoljehodojewsy se|n|go op sejue|dsel) so| ap
$9)UBN0a.) SEW SBUOIORI)|UIOD SB| 3p BUN ISU0o 3 (HO|3) 0Jap | e2JUOO OMBlUl Bp pEPAULBJUS B

201aNLS3 730 OLISQdO¥d T3 §3 TYyNI?-'¢

“elejo apenb 8| ou anb ugeuLoyul 0 eiqejed Jainbjend anbidxa 8|
anb oipnjsa |ap [euosiad B 0 00IPIW NS B S)I010S JOAR) JO4 "BPUSHUS OU pajs anb seiqejed Jauajuoo apangd

‘pnjes ns op e| A [euosiad ugioBLLIOUI NS JEZ||N BlEISNB
sou anb ua euuo} e| A ‘Jedioed appap Is giey pajsn anb o] ‘olpnysa [ap oysodoud [op easeoe sjuepodul

I BUBNUOD Q)s3 1} 8p olpnjse un ua Jedioiued e (e)opeyaul opis ey ofly ng
€20 [ap ojsobe ap p| ojuswnaoQ ap eyooy
[ ojusWNS0(Q 8p UQISISA
eBapQ eued |oess| "D us "\ 0}9BjUO0D Bp BUOSIAG
0822 X3 LI 66 82 TS SS 0}J98jU0Q 3p OUOyIIa L
“Z8WOQY) 00UBPA OOIXSN
P Inugyu] [EdSOH [9p 0OIUJD OUOJeIoge] ap ojuaweyedeq ojuswepedaq | opINIES
ebajQ eued [sels| "D us ‘W |edidung sopeby | 18P
*.SedngAodojeway Sejn[ad op sajue|dsel) uod sodUelpad
sauaioed us oiapadsoy eHUOD Oudlul Bp pPEPBWLIBIUD olpn}s3 jap oL
Bl A yjy sausb so| 8jue UQIOBIOOSE B| 8P UQIOBN[EAT,

OQVINYO:NI OLNIINILNISNOD 30 OLVNNO4

7'} A OPEULIOJU| OJUBIIAUISUOY BP OjRULO

[4

‘ugioebljsaaul ap
oipnise ajsa ua ofiy ns ap ugpedioned e| Jod ojaulp opyausq un ebus) ou ofiy ns o pajsn anb ajqeqoid s3

£SOYLO0 ViiVd O G31SN ViiVd SOIOI4INIE ST18ISOd SO NOS $3TyN0?-'8

‘sojep ap saseq o/A 0oluj|o djuaipadxe [ap SOPIUBIGO UBIBS

Sojep so| Sopo | “sojualwIpadod uplezijeal as ou anb ek ‘sensajow o sobsau sopedljdw) aual ou o1pnise 8)s3
2SVILSTTOW O SO9S3IY SITFISOd SOTNOS SITYNI?-'L

‘sojep ap saseq o/A 0olujjo Bjualpadxa [9p SOJep SO| Bipus)qo Jopebisaaul |3
‘pepianoe eunbuiu aoijeal pajsn anb asainbai as ou ‘adioiyed ofiy ns anb eled ojusILUBSUOD NS BP Pajsn IS

£01aN1S3 3153 NI WVdIOLLAVd 3a193a a31SN IS ¥IOVH V VA In0?-'9

-ofiy ns e ojusiwipaocoid unbuiu eiezieal 8s oN

NYNYZITVIY 3N 3S 3ND SOLNIINIAIO0Ud SOTNOS SITYNI?-'S

-ojuajwe)el) unbuju e11gioa1 ou ugeBisaAul ap olpn)sa a)sa ue adioiued ofly ns anb appap pasn IS

£01aNLS3 130 OLNIINVLIVAL 13 §3 TYNI?-p

1ep o/A J0)di 1ep | ) 100 (8P BWLI B| UOO Bjusnd asouanp ‘g
*Jopeuop [3p 0/A J0)dadal |8p YNQ op a)ue|dsel)-aid ensanw e| ap BIOUasNY ‘Z
*ajuaioed |op [BNJOE OPE)}Sa | 0 01apadsoy
B1)UOD Opalul Bp PEPaALLIBJUS €| 3P O]|OLESSP [B BAIE[] 001Ul[D 8Juaipadxa @ US ugioeuLIojul sp B)led  °L
:UQISN[OX® 8P SOUAD  ©
“Jopeuop A 10jdeoal [ap aped Jod OPeULO)uUl OJUBILIUSSUOD (9P BULY B| UCO JBJUOD 2
“00IX9|N 3P [AUBU] [B)ASOH [@ UB 0Z0Z B §10Z 8P opouad [o ua
seolghodojewsay sejnjgo ap ajuejdsel) e opiawos uekey as anb Jopeuop-iojdedal ep sefeled ‘L
:UQISNjoU) 8P SOUBID  ©
:sajuainbis So| UOS UQISN|oxa ap A UQISN|OUl 8p SOUBJUD SO7
¢NQIDVIDILEVA IN ViV VANIND NI NYYVIWOL 3S IND SOLISINDIY SOTNOS S$3TYyNI?-€

'0202 B 510z @p opouad |9
ajueINp aIpew se|n|go ap djuejdsel) B SOPIBWOS OpIs uey anb sejusioed so| SOPO) B guinpul 1opebnsaaul |3

67



Z'L A\ OPBULIOJU] OJUDIIUASUOY 9P OjeULO
€

"ojuswou Jainbjend ua oIpn}sa aJsa ua ofiy ns ap ugpedioed
Bl JBUlWIB) Bp 2.ql| S8 PIISN "OIpNISe (o ud uoedded NS OU O JBNUJUOD 9P UQISKAP B] OpudAniou)
‘ojadsal UOO sopejel) J8S B 0yoalap uauay ofiy ns A pajsn ‘oipnisa a)se ua adioied ofiy ns anb appap IS

<¢NOIOVOILSIANI 30 0L3rNS OWOD SOHOIWIA SNS NOS STTYNI?-'SL

‘0pEPpUSWIO0S] UeY 3 anb sauopedipul se| opinbas
uey as ou anbiod o ‘pepauusjua ns ap |euuou ugisaiboid e| ap juajst 10 BUN 3p Ope)nsal
12 S8 ou £ ‘olpmise |ap sojuaIWIPEO0Id SO| UOD BPEUOIOE[E) B)L Ip B)S8 Jue / ugise| e| anb
OpIpoap ey 0Ipn}sa [ap los uelas 9] 0j0S 13 0 UQISa)| BYOIp a1auab anb sojseb so

‘OIPN)Sa |9p 0OIPSW B SjusWE)eIpaLIUl
| 8q9p A UQPOB|9 9P BOIPPW UQIOUSJE Sp OJJUSD O BISIIQED OP COIPPW NS 8P SPARI
B Ojuslejey) Jeosng aqap ‘oipnyse |o ua ugpedioled NS SjUBIN PEPAULIBJUS O UQISA| BUN BNs ofly NS IS

201aN1S3 3153 N3 AVdIOILNVYd 30 0AVLINSIY ONOI 09TV VSV I11S ¥3OVH 3830 IN0?*-pL
"sauoioeBisaaul seinny esed sopife) o aibues ap sesjsenw URJBUSJBWIE 8S ON

<SANOIOVOLLSIANI SVHNLNL ViV SOAIr3L O IYONVS 30 SYILSININ NYAVNIOVNTY 3S?-'EL
0ipnysa a)sa ua ofiy ns ap ugpedionsed ej Jod obed unbuiu eiiqioal ou paisn

£01aN1S3 3153 N3 NQIDVdIOLLYVd NS ¥Od 09Vd NNOTV yHIgIoIN?-ZL

“BOILIOUODD UK eunbuiu 1iodoid sa) as ofiy ns e 1u pajsn e IN

<NQIDV.LIOdSNVIL
30 SOLSVD ViVd VOINQONODI NQIOVSNIdWOO VNNOTV YHVNOIONOdOMd 31 3S?-'LL

“olpmisa 8)sa ua ofiy ns ep ugoedioed e| Jod pajsn eted s0jSO9 gIqRY ON

¢0L1S0D NNOTV YEVHINIO 310IaN1S3 31S3 NI NOIOVIOLLNYd NS?-0L

"BASBP 0] OU IS UOPEBNSAAUI 9P 0IPNIS3 B)sa Us Jedionued anb susy ou ofiy ng

¢a3aisn
VVd SITEINOdSIO UVLISI NV]NAOd SOINIINVLIVYEL O SOLNIIWIAIOONd SO¥10 IND?*-'6

£

4 Sejnjgo ap un ap oyxg ap pepijiqisod e Jejuswaiou)
Jeasnq oj|@ uco > Qwvwaon E..._oo otmE_ 9P PEepauLgjul B| 9p O||OLESSP |8 US SOPEION|OAUl SBI0JOE)
s0] Jofow | e Jepnfe apand olpn}sa 8)sa us ofiy ns ap ugedioned e

T’} A OpEULIOjU] OJUBJIAUASUOD 8P OjeuLoy
14

opuaknjou; ‘pepunBes ap sapodal ap A ugebiseAul ap saul esed sesjed SO0 US SOJ80IA) B dSILBJSUR)
0 assesasoud eipod olpnisa [ap ojualwelel [ap A Ns ap pnjes e| ap eosede |euossad ugoewlol B

"ofiy ns ap 091Ul SjusIPadxa [Bp UBWINSSI UN OJIP3W (€ 0jLISa Jod JEJDI0S 8P 0YaIap (8 aual Pajsn

*$8|B00| SauoIoe|NBal Se| UCO OpJaNdOE 8P UQKEWIOUI B] Jepienbeales

8p se|qesuodsel SO| UIeS JOPEBNSOAU| |9 OWOD |SE ‘ZAWQD 0JLBPa4 OOIXPW Op [HUBJU| |eydsoH |3
“olpnis3 op pepubajul e| jeBajoid ap pepijeul B| UCD 0)Sa ‘Opeja|dwod eas olpnjse

|8 enb ejsey s|qiuodsip Jejsa eipod ou 6in sojep ap uok: d ap
1se| € op. epep X jul B 9p ugpisodo A

:oaomtoo ‘08908 |8 JBJI0I|0S 8P OWSIW [SE 'S8Ie|ndied ap UQIISOd ua { SOjep ep ugk: d 8p
|esapa Ae7 e| uod opiande ap ofiy ns ap sejeuosiad Sojep SO| 8p OSN |8 Jejo]juod 3P OYJaIaP [ BUSH PaISN

“Ae exisenu eseinbay 0] anb sousw [e UQIONYSU] B] 8P BIBN) OPIOOLOD BIBS OU BIGUWIOU NG “UQIOEBSaAUI B 8p
| ] JBZ] PEPI|EUY OWIOD BUB)) UO! | B)S8 BPO| "OjUSIWIOBU 8P BYD8) NS A Sajel

owoo [g) ‘ofly ns ap easeoe UQIDEWWLIOU B0 J3UBJUOD ipod 0sad ‘OlIILIOP NS 1u Ofiy NS Bp |9 IU 0}9|dWOD
aiquou ns ou uo! jul e)s3 1 ns ap A pnjes ns ap e0I0E [BUBPLUCD [BUOSIAd
) A olpnjsa |ap d |2 ‘uoioeby] 1) B] ua adio oliy ns anb eydaoe IS

<ODINJTO 3LNIIA3dX3 NS 3 NQIDVINHOLNI
V1 A SITYNOS¥3d SOLVYA SNS 3a AVAIVIONIAIINOD V1 Y¥3IOILO¥d IS OWQDI? -LL

“uoebiseAul e| ap saul eled epeziin Jas gipod ojuawow
9s9 ejsey Bpeqedal BOIPYLU UQIOBULIOJU B| ‘SBLUSPY "SOOIUJID SOjuaiwinBas uod lenunuoo odlpaw [o ‘ofiy
ns ap pepunbas e Jod ‘ugzes Jainbjeno Jod ‘epeuluws) Jod ep as oipnjsa |8 ua ofiy ns ap ugedioned e| IS

Olpn}sa op |euosiad e JeoyoN  «
:a)uaInbis o] Jez|[eel giagap ‘olpNisa ajsa ap ofiy Ns e JeIjel apIOSp Palsn IS

“uoIoebySaAul B)S8 UOD 18Ul anb oc d unBe a ofiynsenp
-ofiy ns esed ._o_wE o_ s@ anb aJepisuod [euosiad |p anp  «
‘Ope[aoued opis eAey oipnjsa [ any  ©

:sejol se| ap elall 0 Jod
ns uis ‘olpn)sa |op |euosiad |8 Jod epeuluws) o mu_u:wnmzm J8s w._voa ugiqwe) ofiy ns ap _._o.umn_u_tmn e

“opow oo unbje ap oyoaiap epua) ofiy ns anb so| e soloysuaq soj eiapiad
1U SaUOIdUES UB BJLINOUI Ou A Bpejdaje BIaA &s ou ofiy ns ap einjny o/A sjussaid BOIPIW UQIDUSJE B| ‘OIpN}Se
1ap @s.eia1 0 diojued ou ofly ns anb abije IS "ojuswow Jainbjeno us pepag) Uoo ouaoey apand ‘opnise
8)se ua ofiy ns ap ugioedor sed ]| dsns easap IS "eL u)sa sa ofiy ns ap ugpedionied e

£01aNLS3 7130 OLNIWOW ¥IINDTIVNI NI NQIOVAIDILYVd NS HYNINYIL 3a3nd? -'9L

68



T’} A\ OPBWLIOJU| OJUJWRUISUOD BP OjBULOY

S

*ajusioed owoo ofiy ns ap soyoalep so| e
UQIOE[a1 UB SEPNP JBUS) 8P OSBD U 0822 XJ L166 8225 SS 0Jewnu (e odinba ns e o eBauQ eued aeis| ") ua
"W [B JEjoRu0D e1pod Zawos) 00Uapa4 00X P |nuByu| [B)dSOH [ap 0d1Uj|D OuojeioqeT ap ojuswenedaq
18p uoebnsaaul ap 0jalns owoo oliy ns ap soj e Ba.d eunbje Jaus) ap oseo Uz

SUVINVTT 3a3Nd NJIND
V? ‘NQIOVOILSIANI 30 01aNLS3 31S3 30 VO¥IOV SIANLIAINDNI O SVINNOINA 3INILL IS -'8L

“gleuLojul
8| @s ‘ofiy ns ap ugoBULOJUI B Bp OSN |8 US Soiqued Aey IS "ugeBisaAul ap ojelns owod sajeba| soyoasep
sns ap ounBuiu giapiad ou ofiy NG "OJUBIWRUSSUCD P BLLIO) BIS3 US OpEOYRUaP) Ofiy Ns ap ojuaiweles A
Pn[es ap Ope;}sa [8p BJJ3E UOK: Il 8| 8p ¥ Kosn s ezl paisn * P 9)S8 Jeuuy |

E I 1° S ‘[er 100
|euosiad EOIpPW UQIEBULIOJUI URIINIOU| OU SOJEP SOJST "OIMNy [0 US SOIPNISa SO0 Ud Sopesn Jas uelpod
sajend so| ‘JopebseAul [p sojep ap saseq ua epe|idooal B1as OIpNISS ]Se BJURINP BPEGEDA] UQIDRULIO| BT

*sauoeoliqnd ua o sauoiunal us d uespod ugeby | 8p O|pNISo 9)S8 8p SOpE)NSal SO

“ugoeBysaAul ua ojalns owoo ofiy ns ap soyoaiap so| Jeprenbeales ap pepieul e
uod sjuswepeidoide 0qes e OpPUBAS|| BIS8 8S 0IpN)sa |8 anb JeinBase sa 0}sa ap ugzel e “ofiy ns ap ooy
ajuaipadxa |2 0po) ap 0 sjed ap se1doo0jo) JaorY URIPOd SBUOII3ASU] O SBJIO}PNE SE)SS OLESSI3U 0SED u3z

ofiy ns ap [2UOSIad UQIOBULIOJUI B1}O N OJJIOIWOP ‘BIGLIOU Jinpur uspand

sajend soj ‘ugrediolied ns ap OPIUI [9p S8jue sopeqedal uosany anb sojep soj osnjpul ‘ofiy ns ap ooy
I [C] 10oadsul ugipod ‘uoPNINSU| BASaNU 8p UQEB) 9p UwoY |8 o/A ugpebnseaul us
2913 8p guwoY (o A pnjes ap et S €| 0wod sewey ‘oipnjse ejse ap sojisodosd sof eied

oN)su| ensanu ap uowes | 8p 9)wo) |e A ugoebnsaaul us eol3
9P HWOD e OWOo Jse ‘(SIYdIJ0D €| 8P SPAR) B YSS PNIES 9P B SESE seuabe

' A OPEULIOJU| QUOIUASUOD BP OeuLO]

9
||||||||||||| eyoa
Bull ugioeBnsanu| ap 0jang |ap aIpep B| ap dIqUION
BYoa4
euuly 106! | ap ojeng |ap aiped [op 81qUIoN

“OpEUWLIY 0JUBIWHUSSUOD S OJUBLUNJOP B)sa ap eidoo eun opebanus ey sw as anb ouuyuod [
"0Ipn}se 9S8 U8 UoIdedioNIEd I Bp OpeuLojul B8S OfiY i 8P [BJ8uab 00IpgW [o anb ojdedy [
‘ugoeoyyuap! Iw uepuuad anb sobipgo ofeq uaalydle s ofiy ap seeuosiad sojep so| enb ojdeoy ]

‘olpnise |8 ua ofiy 1w ap ugedwed e|
10Baj01d eied euojenBa) pepUOINE B1j0 Jainbjend o ugioeBisaAu| us eI 8p 9w |8 Jod sjusuiped
eas opuend sepesinal ugies ofiy 1w ep I K se| ap £ se| anb opuanu3 [

*sejunbaid sgw obuaj Is auLeoUNWOD 0gap uInb uoo
98 “olpnjsa 8)sa ua ofiy 1w ap ugediied e| 81qos JIP3p eled sjusloYNs oduwal (@ OPep ey aw as
anb A sejunBaud Jeory ap pepiunuodo B| opiua) 8y anb ‘olpnjsa o opedljdxa ey aw as anb ouuyuod 0

‘0lpN}sa |op BpeuUOIvI0doid UIDBLWLIOJUI B A 0JUSWNOOP 8)s8 Opipusjua A opje) 8y anb ouuyuo) O
"eUEUN|OA Sjuswe}e|dwoo S8 ofiy 1w ap ugpediiped e [

NQIOVOLLSIANI 3a OL3rNS 13 U0d VNI T Vaivd
OLN3IWILNISNOD NIWNSIH

69



70

'} A OPEULOJU] QJUAILIUISUOD P OjeULO]
L

eyoa4

Buul 0OJUBIWUASUOYD |2 BUBHGO anb BUOSIAd B 9P BIQUWON

“0jusIWINUasSUOD a)sa Jebliojo esed sjualoyns |eJusw peploeded
e| A |eBa) oyoaiap | 99sod ejja/|9 A ‘EpelwIojul BISUBL BUN 8P OWOD L OA OjuE) 1w ns
opueuolosodoud gisa 0jalns |o ‘Jopusjua A Jaqes |es| SeW W \ 'SEPNP SB| OpeJejoe ay A Jousjue o] opinasIp a4

OLN3INLLNISNOD 3NIILE0 IND VNOSHId

ugioebr | 8p ojalng |8 uod ugeRY Byoay

uoroalg

euuly obysa ) opunBag |ap aiquioN

09LLS31 0aNN93S

1| 8p 0jing 8 U0D UgIEIeY eyoo

uoisalg

ewuy obysa Jswud [9p siquionN

09LLS3L ¥INRId




	Sin título

