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RESUMEN

La enfermedad del injerto en contra del huésped (EICH) es el principal riesgo
posterior al trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH) alogénico.
En su origen participan elementos del sistema inmunoldgico innato y adaptativo. Al
respecto, existen pocos estudios en la EICH acerca de la expresion de citocinas en
macrofagos M1 y M2. Trabajos previos han reportado que polimorfismos de un solo
nucleotido (SNPs) regulan el nivel de expresién de algunas citocinas, lo que
contribuye al desarrollo de EICH. El objetivo de este trabajo fue analizar si SNPs en
genes de IL1A (rs1800587), IL6 (rs1800795), IL12A (rs2243123), IL18 (rs187238),
TNF (rs361525), IL10 (rs1800872) y TGFB1 (rs1800470), asi como su expresion a
nivel de proteina en macréfagos M1 y M2 se asocian con EICH. Para cumplir el
objetivo se incluyeron 77 pacientes postrasplante, que se clasificaron con base en
la presencia o ausencia de EICH. Del total de pacientes, solo 13 fueron
seleccionados (6 con y 7 libres de la enfermedad) para el cultivo de macroéfagos.
Los genotipos de los SNPs se determinaron por discriminacion alélica. La expresion
de proteinas se midié en sobrenadantes de macréfagos M1y M2, obtenidos a partir
de monocitos de sangre periférica. Los fenotipos de superficie se analizaron
mediante citometria de flujo, y los perfiles de citocinas se cuantificaron por
tecnologia Luminex. Los SNPs no se asociaron con susceptibilidad o proteccion a
la enfermedad. Por otra parte, en pacientes con EICH, la expresion de IL-6 y TNFa
en sobrenadantes de macrofagos M1 fue significativamente mayor, mientras que IL-
12 mostré concentraciones mas bajas. Los niveles de citocinas producidas por
macrofagos M2 no fueron diferentes entre pacientes en ausencia y presencia de
EICH. En conclusion, aunque los polimorfismos candidatos no intervienen en la
enfermedad, la expresién de IL-6 y TNFa por macréfagos M1 de pacientes con EICH
presenta relacion inversa con respecto a IL-12, lo que sugiere que el fenotipo M1
podria estar involucrado en el comportamiento de la enfermedad, o bien representar

un excelente criterio de prediccion o tratamiento en la EICH.



ABSTRACT

Graft versus host disease (GVHD) is the major risk following allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT). Elements of the innate and
adaptive immune system participate in its beginning. In this regard, there are few
studies in GVHD about the expression of cytokines in M1 and M2 macrophages.
Previous studies have reported that single nucleotide polymorphisms (SNPs)
regulate expression level of some cytokines, which contributes to development of
GVHD. The aim of this study was to analyze the association between SNPs in IL1A
(rs1800587), IL6 (rs1800795), IL12A (rs2243123), IL18 (rs187238), TNF (rs361525),
IL10 (rs1800872) and TGFB1 (rs1800470), as well as the proteins expression levels
in M1 and M2 macrophages with GVHD. For this purpose, the study included 77
post-transplant patients, who classified based on presence or absence of GVHD.
From total of patients, only 13 were selected (six with GVHD and seven without it)
for culture of macrophages. Genotypes of SNPs were determined by allelic
discrimination. Proteins expression was measured in supernatants of M1 and M2
macrophages, which obtained from peripheral blood monocytes. Surface
phenotypes were analyzed by flow cytometry, and cytokine profiles were quantified
by Luminex technology. SNPs were not associated with susceptibility neither
protection to disease. In contrast, in patients with GVHD, the expression of IL-6 and
TNFa in supernatants of M1 macrophages was significantly higher, whereas |L-12
showed lower concentrations. Cytokines levels produced by M2 macrophages were
not different between the patients in presence or absence of GVHD. In conclusion,
although the candidate polymorphisms do not intervene in the disease, the
expression of IL-6 and TNFa by M1 macrophages of patients with GVHD has an
inverse relationship versus IL-12, which suggest that M1 phenotype could be
involved in the behavior of the disease, as well as represent an excellent criterion

for prediction or treatment of GVHD.



INTRODUCCION
1. Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas

El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH) es empleado como
tratamiento de consolidacion, cuya finalidad es reestablecer la hematopoyesis y el
sistema inmunolégico en pacientes con enfermedades hematologicas malignas
(leucemia, linfoma, mieloma), enfermedades no malignas (aplasia medular), y
enfermedades genéticas asociadas con alteraciones en la hematopoyesis

(talasemia, inmunodeficiencia combinada severa).’

El primer reporte del uso clinico de células progenitoras hematopoyéticas (CPH),
obtenidas de médula 6sea, fue en un paciente con aplasia medular en 1939.2 A partir
de entonces, el TCPH ha sido un procedimiento con fines terapéuticos, que se lleva
a cabo en receptores que han cursado una etapa de acondicionamiento
(administracién de irradiacién y/o quimioterapia), previa a la infusion de CPH
CD34+.3 En los ultimos afios, el nimero estimado de TCPH realizados anualmente
en todo el mundo varia entre 55,000 a 60,000, y la mayoria de ellos se emplea como

tratamiento para malignidades hematolégicas.*
1.1. Células hematopoyeéticas.

Las células troncales hematopoyéticas (CTH) presentan 3 caracteristicas unicas:
capacidad de autorenovacion, proliferacion y potencial de diferenciacién. Las CTH
no pueden ser reconocidas por su morfologia, por lo tanto, la presencia de antigenos
en su membrana es lo que permite su identificacion, esto se denomina
inmunofenotipo; asi, las CTH expresan CD34, CD117, CD90, CD133, y carecen de
CD38 y moléculas de linaje especifico (lin-).° Las CTH dan origen a CPH, las cuales
han perdido su capacidad de autorenovacidén, pero conservan su potencial
proliferativo y la expresiéon de CD34, sin embargo, comienzan a expresar CD38 y
algunos marcadores de linaje. Las CPH dan lugar a células precursoras,
reconocibles por su morfologia, por ultimo, los precursores maduran y dan origen a
todas las poblaciones de células sanguineas funcionales presentes en circulacion

(eritrocitos, leucocitos y plaquetas).® ©



1.2. Fuente de células progenitoras hematopoyéticas.

Las CPH pueden obtenerse de diferentes fuentes: a partir de médula 6sea (MO), de
sangre de cordén umbilical (SCU) y de sangre periférica movilizada (SPM). El
nuamero de CPH varia entre las diferentes fuentes, siendo la MO el sitio con mayor
cantidad, correspondiendo a 0.5% del total de células, en términos absolutos, se

encuentra una célula CD34+ por cada 200,000 células mononucleares.> ’

La SCU también es una fuente rica en CPH, aunque ligeramente en menor
proporcion que la MO, en este sitio se tiene una célula CD34+ por cada 300,000

células mononucleares.® 7

Finalmente, en sangre periférica de manera normal se encuentran escasas CPH,
correspondiendo al 0.006% del total de células mononucleares, sin embargo,
posterior al procedimiento de movilizacién, que consiste en obtener CPH a partir de
médula ésea mediante la administracion de G-CSF, el numero de CPH en
circulacion aumenta a 1.3%, en términos absolutos, se encuentra una célula CD34+

por cada 2,000,000 de células mononucleares.’

En el TCPH como primera opcién se emplean células de SPM, ya que es un
procedimiento de obtencion no invasivo, en el que se puede obtener facilmente la
cantidad de células CD34+ a infundir, en comparacion a la extraccioén de células de
MO, las desventajas de este trasplante son el uso de factores estimuladores de
hematopoyesis en personas sanas, y que generalmente para obtener la dosis
celular necesaria se emplea mas de un dia. En segunda opcion se elige la SCU, sin
embargo, debido al limitado volumen de sangre por unidad, se ha destinado un uso
principalmente pediatrico, no obstante, en caso de requerirse en personas adultas,
se infunden hasta dos unidades de cordon umbilical no relacionadas pero
compatibles entre si, su desventaja es que la reconstitucién inmunologica es larga,
por lo que el paciente es susceptible a infecciones oportunistas. Actualmente, se
encuentra en desuso la infusion de CPH derivadas de MO, aunque representa la

principal fuente de CPH, es un método de obtencién invasivo para el donador." 3



1.3. Tipos de trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.

El tipo de trasplante se determina con base en la enfermedad que afecta al paciente,
asi como la disponibilidad del donador, en estos términos, el trasplante puede ser
autologo o alogénico.® En el autdlogo las CPH del propio paciente son extraidas,
tratadas con altas dosis de quimioterapia y criopreservadas; posteriormente, se
descongelan y re-infunden al paciente. Este tipo de trasplante en general es

adecuado para enfermedades hematoldgicas no malignas.’

En el trasplante alogénico las CPH provienen de un donador HLA compatible, los
primeros candidatos para donar son hermanos consanguineos del paciente, en este
contexto, a la pareja receptor-donador usualmente se le denomina binomio.? El
sistema HLA es un conjunto de antigenos de superficie, caracterizados por un alto
grado de polimorfismos alélicos en sus genes, su tipificacion se realiza en muestras
de sangre periférica, donde una compatibilidad es notada cuando antigenos de
clase | (locus A y B) y de clase Il (locus DR) en mediana resolucion son idénticos
entre paciente y donador.® ° Cuando se carece de un donador familiar,
particularmente en enfermedades de alto riesgo como leucemias agudas, la
aportaciéon de donantes no relacionados es necesaria, y puede ser a traveés de

bancos nacionales de donadores altruistas, o bien a partir SCU.°
1.4.Régimen de acondicionamiento.

Este procedimiento consiste en la administracion de quimio y/o radioterapia previa
al trasplante, con la finalidad de: 1) erradicar la hematopoyesis que favorece a la
enfermedad basal, por ejemplo, células leucémicas residuales, 2) inmunosuprimir al
receptor para que no rechace las células infundidas del donador y 3) “crear un
espacio”, es decir, contar con un sitio anatémicamente disponible en la MO donde
las CPH del donador puedan acceder, situarse dentro de un nicho hematopoyético

e injertar." ®

Dependiendo la dosis de quimio y/o radioterapia administrada, el acondicionamiento
se clasifica en tres categorias: 1) mieloablativo (MA), 2) de intensidad reducida y 3)

no mieloablativo. El régimen MA causa citopenia irreversible, es decir hay



destruccion total de la hematopoyesis, esto se ha relacionado con complicaciones
posteriores al trasplante. En el régimen no mieloablativo se administran dosis bajas
de quimioterapia y/o radioterapia, se reduce la toxicidad y la citopenia es minima,
esto lo hace adecuado para pacientes de edad avanzada (>60 afos). En el régimen
de intensidad reducida la citopenia es de duracion variable, ya que puede ser

transitoria o bien, irreversible, dependiendo el esquema empleado.®

La eleccién del régimen de acondicionamiento depende del tipo de enfermedad
hematolégica, asi como de la edad del receptor. Por otra parte, el tipo de
acondicionamiento se ha relacionado con ausencia o presencia de complicaciones

posteriores al trasplante.’" 12

2. Reconstitucion inmunolégica

Posterior al acondicionamiento, se infunden via intravenosa las CPH provenientes
del donador HLA compatible. En el receptor estas células tienen la capacidad de
dirigirse hacia MO vy situarse en nichos hematopoyéticos, o que se conoce como
homing. Una vez que han llegado a estos sitios, las CPH se auto-renuevan y
diferencian a todos los linajes hematopoyéticos maduros, cuando las nuevas células
maduras son detectables en sangre periférica se dice que ha ocurrido el injerto."
Las primeras células detectadas en circulacion pertenecen al sistema inmunoldgico
innato; posteriormente, varia el tiempo necesario para que la inmunidad adaptativa
alcance su concentracion normal en sangre, esta cinética se denomina
reconstitucion inmunolégica (Figura 1). En general, en etapas postrasplante
tempranas, tanto la inmunidad innata como adaptativa son poco funcionales, por lo

tanto, el paciente es susceptible a infecciones oportunistas.’



Figura 1. Reconstitucion inmunolaégica postrasplante. Conteo aproximado de células inmunoldgicas
innatas y adaptativas (expresado como porcentaje de un conteo normal) antes y después del TCPH
con acondicionamiento mieloablativo. Tomada y modificada de Bosch M. Curr Opin Hematol. 2012,
19:324-335.

En promedio, los neutrdfilos injertan a las dos semanas, las células NK a los 30
dias, y los monocitos variablemente después de semanas o meses postrasplante.
A pesar de la temprana aparicion de los neutréfilos en sangre, su funcion es
reducida, normalizandose de manera gradual hasta los dos meses. Los monocitos
tienen comportamiento similar.'* En cambio, es larga la reconstitucion de
macrofagos situados en dermis de cresta iliaca posterior, pues en biopsias de piel
humana se ha observado que el 55% de macréfagos del receptor permanece

durante al menos 365 dias postrasplante.’®

En la inmunidad adaptativa, los linfocitos B son indetectables durante los primeros
dos meses, llegando a reconstituirse completamente hasta uno o dos afios después.
En cuanto a los linfocitos T, las cuentas de Tc CD8+ efectores y de memoria
tipicamente se recuperan a los seis meses después del trasplante, mientras que los

Th CD4+ efectores y de memoria se observan hasta después de un afio.’



La finalidad del trasplante es lograr una reconstitucion, en la cual, la totalidad de
células provenga del donador, es decir que el receptor presente quimera total,
aunque también puede ser parcial cuando persisten células residuales
pertenecientes al paciente.'® El quimerismo se evalla con cariotipo cuando receptor
y donador son de diferente género, y cuando son del mismo género se mide a través
de sitios polimérficos o microsatélites. Los pacientes que muestran quimera total

usualmente poseen mejor prondstico postrasplante.’”

En la reconstitucion influyen factores como: edad, enfermedad hematoldgica del
receptor, tipo de acondicionamiento y fuente de CPH recibida (MO, SPM o SCU),
ademas, también es relevante la presencia de infecciones u otras complicaciones

posteriores al trasplante.™

3. Reacciones posteriores al trasplante

Los efectos tempranos mas comunes después del trasplante son nausea y vomito
como reaccién a los farmacos y quimioterapia administrados. Debido a la cinética
de reconstitucion inmunoldgica, el paciente con neutropenia puede desarrollar
fiebre, ademas es susceptible a infecciones oportunistas bacterianas y/o fungicas.'®
Otra complicacion es la reactivacion de citomegalovirus (CMV); cabe mencionar que
el 90% de la poblacion en paises en desarrollo, como México, es seropositiva a
CMV, sin embargo, solo presentaran sindrome clinico grave pacientes

inmunosuprimidos.'® 19

Por otra parte, todos los pacientes requieren transfusion tanto de glébulos rojos
como de plaquetas, en proporcion a su pancitopenia, pero todos los productos
sanguineos transfundidos deben ser irradiados a fin de prevenir proliferacién e

injerto de células linfoides, y evitar reacciones alo-inmunes como fiebre."

Posterior al trasplante, células inmunocompetentes provenientes del donador son
responsables en el receptor de dos respuestas inmunoldgicas estrechamente
relacionadas, el efecto injerto contra leucemia (EICL) y la enfermedad del injerto en
contra del huésped (EICH).?2° EL EICL es el objetivo del trasplante en receptores

con enfermedades hematolégicas neoplasicas, este consiste en una respuesta



inmunoldgica donde linfocitos NK y Tc CD8+ citotdxicos lisan y destruyen células
leucémicas residuales en el paciente, sin embargo, la respuesta no es selectiva
contra células tumorales, sino que también genera dafio en las no tumorales, por
ejemplo células epiteliales que recubren érganos solidos, esto se conoce como
EICH, dicha enfermedad se considera la complicacion postrasplante mas
importante, debido a que un proceso inflamatorio exacerbado puede aminorar la
calidad de vida del paciente, conduciéndolo incluso a muerte. No obstante, cuando
se desarrolla clinicamente en grado leve o limitado se considera de buen prondstico,
ya que a través de ella se infiere la presencia de EICL.2%: 2" De hecho, se ha visto
que los pacientes con EICH tienen mayor sobrevida postrasplante que los que no
presentan EICH, y menor probabilidad de recaida a la leucemia.?? Por lo tanto, la
EICH es un proceso inmunoldgico interesante, ya que dependiendo su gravedad y
la presencia de otros factores inherentes al paciente y donador, podria ser un
fendmeno favorecedor de mortalidad, o en contraste, de sobrevida acompanada con

menor probabilidad de recaida en el paciente.

4. Enfermedad del injerto en contra del huésped

La EICH ocurre cuando linfocitos T provenientes del donador atacan células del
receptor. En términos de temporalidad, la enfermedad se clasifica en dos tipos:
aguda (EICHa) y crénica (EICHc), convencionalmente la EICHa se presenta antes
del dia 100 post-TCPH y la EICHc después de este tiempo, ademas, su

fisiopatologia y caracteristicas clinicas son diferentes.??
4.1.EICH aguda.

Los organos afectados en la EICHa son intestino, piel e higado.?® La EICHa refleja
una respuesta inflamatoria convencional, donde se involucran células T del
donador, ademas de multiples mediadores del sistema inmunoldgico innato y
adaptativo. EI mecanismo inmunoldgico de EICHa se divide en tres fases: 1)
activacién de células presentadoras de antigeno (APC, del inglés Antigen Presentig
Cell), 2) activacion de linfocitos T del donador y 3) destruccion del tejido blanco
(Figura 2).24
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Figura 2. Fisiopatologia de la enfermedad del injerto en contra del huésped. Fase 1. Activacion de APC debido a la secrecion de DAMPs liberados
en la fase de acondicionamiento. Fase 2: Activacion de linfocitos T del donador, a través de la presentacién de antigenos o de citocinas pro-
inflamatorias. Fase 3: Fase efectora, los linfocitos T citotdxicos del donador lisan células leucémicas, no leucémicas y endoteliales del huésped,
mediante mecanismos de granzima/perforina o Fas/FasL. Finalmente, una respuesta anti-inflamatoria (IL-10, TGFB) regula y da lugar a la resolucién
del proceso inflamatorio en el sitio. DC: célula dendritica. DAMPs: Patrones moleculares asociados a dafio.
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Fase 1: Las APC son activadas por patrones moleculares asociados a dafio (DAMP,
del inglés damage associated molecular patterns), liberados en la enfermedad
hematoldgica basal y en el régimen de acondicionamiento, de hecho se sugiere que
la EICH incrementa en pacientes con acondicionamiento MA, y disminuye con los
de intensidad reducida.'? 24-26 E| dafio celular en el huésped conduce a la secrecion
de quimiocinas y citocinas pro-inflamatorias como TNFa e IL-1 por parte de APC:
células dendriticas (DC, del inglés Dendritic Cells), monocitos y macrofagos,
considerandolas como células iniciadoras o inductoras de la respuesta inflamatoria,
sin embargo, la contribucion precisa de las APC en la EICH permanece sin
dilucidarse completamente.?*

Fase 2: Las APC activadas realizan sinapsis inmunolégica con linfocitos T del
donador, durante este proceso, los linfocitos T reconocen ya sea el péptido unido a
las moléculas MHC, o propiamente a moléculas MHC extrafias. Esto conduce a la
activacion, proliferacion, diferenciacion y migracion del linfocito T. Los linfocitos T
CD8+ y CD4+ participan en esta fase. Una vez activadas, los linfocitos Tc CD8+
seran citotoxicos y los Th CD4+ secretaran citocinas; al respecto, se sugiere que el
fenotipo Th1 induce EICH eficientemente, y particularmente se ha reportado que la
desregulacion en la expresion de citocinas podria contribuir a la severidad de la
EICHa.?* 27

Fase 3: Una compleja cascada de mediadores inflamatorios y celulares ocurre
durante la fase efectora, esos componentes amplifican el dafio en el paciente; las
principales células efectoras son linfocitos Tc CD8+, las cuales lisan células blanco
del huésped usando la via Fas/Fas ligando (FasL) o granzima/perforina. La primera
via predomina en la EICH hepatica, mientras la segunda es mas importante en la
EICH intestinal y cutanea. Dentro de los mediadores de inflamacion, las citocinas
pro-inflamatorias como TNFa e IL-1 contribuyen al dafo del érgano blanco. Por
ejemplo, se ha reportado que TNFa puede: 1) activar APC y mejorar la presentacion
de alo-antigenos, 2) reclutar células efectoras hacia el tejido dafado, y 3) causar

darfio al tejido directamente via apoptosis y necrosis.?* 27
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Finalmente, se sugiere que existe una respuesta anti-inflamatoria que regula las tres
fases anteriores. Las poblaciones celulares que tienen implicacion en esta fase son
los linfocitos Treg, Th2, y de manera interesante, se podria sugerir la participacion
de macréfagos M2.28-30

Clinicamente, la EICHa se clasifica segun el grado de dafio de cada uno de los
organos afectados, la piel se estadifica de acuerdo al porcentaje superficial corporal
con erupcidn maculopapular, el higado se estadifica segun el grado de
bilirrubinemia, y el tracto gastrointestinal se evalua con base en el volumen de
produccion de heces. De esta forma, la EICH grado | se cataloga como leve, la de
grado Il como moderada, el grado Il se considera grave, y el grado IV es una

enfermedad extremadamente grave y potencialmente mortal.?* 31
4.2.EICH cronica.

La fisiopatologia de la EICHc no esta bien comprendida como la de EICHa. La
EICHc puede originarse de novo o ser consecuencia de una enfermedad aguda
prolongada. Los linfocitos T también han sido implicados en su desarrollo, sin
embargo, su funcioén no esta bien dilucidada. Las manifestaciones clinicas de EICHc
son similares a un proceso autoinmune, sugiriendo por lo tanto que existe similitud
en su fisiopatologia. Un probable mecanismo es que el timo sea dafiado, ya sea por
una EICHa previa, por el régimen de acondicionamiento, o simplemente porque en
la etapa adulta este 6rgano disminuye su capacidad fisiolégica normal, por lo tanto
tenga una funcioén alterada para eliminar células T auto-reactivas e inducir tolerancia
inmunoldgica (seleccidon negativa); por ello, receptores de edad avanzada se
encuentran limitados para recobrar el repertorio normal de linfocitos T, lo que podria
aumentar el riesgo de desarrollar EICHc.?7 32 33

Clinicamente la puntuacioén de EICHc se basa en signos especificos, en el grado de
afectacion de 6rganos blanco (limitada o extensa), en los datos de laboratorio y en
la confirmacion histopatolégica. En la EICHc limitada la afectacion al érgano blanco
es <50%, mientras que en la extensa es >50%, ademas se nota dafio en mas de un

organo. 3
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4.3.Factores de riesgo

En general, la EICH puede ocurrir a pesar de administrar profilaxis
inmunosupresora, su incidencia llega a ser hasta del 80% en pacientes con TCPH
alogénico. El riesgo de presentar EICHa suele aumentar con el uso de donadores
HLA no compatibles, donador de género femenino con antecedente de multiples
partos, receptor de edad avanzada (>60 afos) y tipo de injerto, en estos términos,
el uso de SCU representa menor riesgo, seguido de SPM y MO, debido a que las
células de SCU poseen mayor plasticidad inmunoldgica, comparadas con células
de SPM o MO adultas.® ?* Ademas, otro factor es el tipo de acondicionamiento, el
MA se considera de mayor riesgo.'> 26 Otros elementos que intervienen son los
antigenos menores de histocompatibilidad (mHLA), gran parte de ellos se codifican
en genes localizados en el cromosoma Y, por lo tanto, cuando receptores del género
masculino cuentan con donadoras femeninas aumenta el riesgo a EICH. Ademas,
receptores seronegativos para CMV que cuenten con donadores seropositivos para
dicho virus también se encuentran en riesgo. Aunque estos factores influyen en el
desarrollo de la EICH, existen otros elementos que tienen impacto sobre la
enfermedad, como los componentes celulares o mediadores de inflamacién que
participan en su fisiopatologia, por ejemplo, mucho se ha descrito acerca de los
linfocitos Tc CD8+ citotoxicos (Tc), sin embargo, existen escasas investigaciones
enfocadas en la funcién de otros componentes celulares como macrofagos, que son
importantes, dado que por un lado se sabe que pueden inducir respuesta
inflamatoria en la EICH y por otro se especula que podrian regular el proceso,

conduciendo a la resolucién del dafio generado.'> 2

5. Macroéfagos: componentes fundamentales del sistema inmunolégico

Los macrdéfagos tienen funciones inmunolégicas interesantes que los hacen ser
excelentes candidatos en el estudio de la EICH. Estas células corresponden a la
poblacion con mayor plasticidad en el sistema inmunolégico innato, poseen

actividades homeostaticas y de proteccién, al poner en marcha mecanismos como
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fagocitosis, procesamiento y presentacion de antigenos, ademas producen
citocinas.®*

Su ontogenia difiere con respecto al sitio anatémico, en algunos tejidos son de
origen embrionario, por ejemplo microglia, en cambio, en piel provienen de
monocitos derivados de MO que finalmente, maduran a macréfagos con un fenotipo
determinado por el microambiente tisular, esta especializacion contribuye a su
heterogeneidad.3* 35 Dependiendo del fenotipo, los macréfagos adoptan funciones
especificas, por ejemplo, dar muerte o reparar in vivo e in vitro, lo cual
bioquimicamente es determinado por su habilidad para metabolizar la arginina.3*
Cuando emplean la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOs) generan éxido
nitrico como producto final y su fenotipo se denomina M1, estos macréfagos se
asocian con funciones microbicidas, dan muerte a células dafiadas en procesos
inflamatorios e inhiben proliferacion celular, por ello se consideran anti-tumorales.
En cambio cuando ocupan la enzima arginasa-1 (Arg1), convierten la arginina a
ornitina y se denominan macréfagos M2, la ornitina es una molécula que promueve
reparacion y crecimiento celular, de hecho los macrofagos M2 son el principal tipo
celular presente en heridas tisulares no patogénicas, cuya funcién es reparar el
tejido; ademas, se asocian con el desarrollo de tumores debido a su capacidad para

promover proliferacion (Figura 3).34 36

Figura 3. Activacidon de macréfagos M1y M2. Se ilustran citocinas y otras moléculas asociadas con
la respuesta M1 (muerte o inhibicion de proliferacidon celular) y M2 (reparacién tisular). LPS:
lipopolisacarido. iNOs: éxido nitrico sintasa inducible. NO: dxido nitrico. Argl: arginasa 1.
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La nomenclatura M1 y M2 fue dada por Mills y colaboradores en el afio 2000, pues
observaron que el IFNy de ratones con fenotipo Th1 activaba macréfagos
productores de NO (M1), en cambio, la IL-4 de ratones Th2 promovia macréfagos
productores de ornitina (M2).%7

Para dar lugar in vitro al fenotipo M1, las células se activan con IFNy y
lipopolisacarido (LPS), esto favorece la expresion de citocinas pro-inflamatorias IL-
1, IL-6, IL-12, IL-18 y TNFa. En contraste, para generar el fenotipo M2 los
macrofagos se activan con IL-4 e IL-13, favoreciendo la secrecion de IL-10y TGF1
que son citocinas anti-inflamatorias.®* 3¢ Por lo tanto, dependiendo el fenotipo, los
macrofagos secretan moléculas que pueden participar ya sea en la promocion o
resolucion de procesos inflamatorios. Por otra parte, en cuanto al inmunofenotipo,
aunque en general los macrofagos expresan CD80, CD86, CD14, CD36, CD206,
CD163 y HLA-DR, particularmente, la expresion de CD86, CD80 y HLA-DR es
caracteristica de macrofagos M1, mientras que CD14, CD36, CD163 y CD206 se

expresan principalmente en macréfagos M2.34. 38

6. Macréfagos y enfermedad del injerto en contra del huésped.

En la EICH participan células efectoras provenientes del donador,
fundamentalmente linfocitos Tc CD8+ y NK citotéxicos. Para activar estas células
se necesitan APC, que a su vez se activan a través del reconocimiento de DAMPS.
Las APC mas importantes dentro del sistema inmunolégico son DC y macréfagos,
al respecto, se ha documentado la presencia de macréfagos en tejido con EICH, sin
embargo, de acuerdo a los escasos trabajos publicados no esta claro aun el
mecanismo preciso por el que intervienen en la enfermedad, y tampoco si algun
fenotipo en particular se asocia con la EICH.5 39

A principios de los noventas, P. F. Nestel y colaboradores emplearon un modelo de
EICH con ratones B6AF1, de los cuales obtuvieron macréfagos y los activaron in
vitro con IFNy y LPS para producir TNFa, una citocina que encontraron relacionada
con los sintomas caracteristicos y gravedad de la EICHa.*° Posteriormente en 1997,

T. Facon y su grupo publicaron tres casos clinicos de pacientes con EICHa cuyas
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biopsias mostraron principalmente presencia de grandes infiltrados de macrofagos
en los sitios de inflamacion, acompanados de cantidades elevadas de TNFa.*'
Adicionalmente en ese afo, se observd en modelos de ratéon que recibieron
acondicionamiento con irradiacion corporal total (ICT), que a mayores dosis de ICT
incrementaba el numero de macrofagos activados, causando elevados niveles de
citocinas pro-inflamatorias sistémicas y mayor severidad de EICH.#? En 2009 se
encontré6 en biopsias de piel de pacientes con EICH importante infiltrado de
macroéfagos, no sélo pertenecientes al donador, sino también al receptor, ademas,
se observo que estas células sobrevivian y eran resistentes al acondicionamiento,
persistiendo al menos durante 1 afio postrasplante. Con lo anterior se sugiere que
los macréfagos son incapaces por si solos de desarrollar EICH, pero son
importantes en la fisiopatologia de la enfermedad, ya que inducen secrecion de
citocinas pro-inflamatorias y activan linfocitos T; en general, es posible que los
macrofagos contribuyan a la EICH debido a su capacidad de mantener la respuesta
inflamatoria de células T previamente activadas.’ Ademas, se documentd en un
modelo de ratones B6D2F1, que los receptores de injertos provenientes de Knock-
out del factor estimulador de colonias de macréfagos (M-csf ) tenian
sustancialmente menor infiltrado de macréfagos y signos patolégicos de EICH,
comparados con los que recibian injertos provenientes de ratones wild-type,
sugiriendo que la molécula M-CSF era indispensable para regular la EICH.*3 Por
otra parte, en un modelo de raton NOD/SCID “humanizado”, se encontré que
durante el desarrollo de EICH se inducia una mezcla de macréfagos con fenotipo
M1 y M2, cuya presencia se relacionaba directamente con el infiltrado de linfocitos
Th CD4+ en tejido con EICH.3° Ademas, la importancia que tienen los macrofagos
se describido también en biopsias de piel de 104 pacientes, donde se noté que
grandes infiltrados de macréfagos (>200 células CD163+/campo) se asociaban con
EICHa refractaria (término empleado para una enfermedad sin respuesta al
tratamiento) y menor sobrevida.** En contraste, Hashimoto D. documentd que los
macrofagos tenian funciones protectoras para EICH, en un modelo de raton
postrasplante encontr6 inesperadamente, que los macrofagos residuales del

receptor, que habian sido resistentes al régimen de acondicionamiento, modulaban
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la activacion de células T alo-reactivas, limitando asi la severidad de la
enfermedad.*® Con base en las evidencias dadas, es posible que los macrofagos
participen en la EICH, por tal razén otros grupos de investigacion se han encargado
de estudiar estrategias terapéuticas dirigidas contra este tipo celular para tratar la
enfermedad. Recientemente, en 2014 Nishiwaki y colaboradores encontraron en un
modelo de ratéon que la infiltracion de macréfagos en biopsias de piel con EICH
correlacionaba directamente con la severidad de la enfermedad, y reportaron que el
palmitato de dexametasona, un esteroide, aminoraba la gravedad de la EICH,
debido a que inhibia la viabilidad y migracion de macréfagos, siendo éste el primer
estudio en proporcionar evidencia de que la terapia para EICH deberia basarse en
el tipo celular infiltrante del tejido inflamado.*® En el mismo afio se mostré que
durante la EICH el tratamiento con CYM-5442, un agonista selectivo para receptores
de esfingosina 1-fosfato, disminuia la expresion de CCL-2 y CCL-7 (quimiocinas que
reclutan monocitos en procesos inflamatorios) en células endoteliales, reduciendo
de esa forma la migracién de monocitos a tejido y la subsecuente maduracién a
macrdfagos, aminorando asi la severidad de la EICH.*” En contraste, Hashimoto y
colaboradores encontraron en modelos de raton que los macrofagos residuales del
receptor podian inhibir el desarrollo de la enfermedad, por ello propusieron una
terapia basada en la administracion de M-CSF en el ratdn pretrasplante, con la
finalidad de expandir su poblacién de macréfagos y aminorar la probabilidad de
EICH después del TCPH alogénico.*® Con base en las evidencias mencionadas, se
sugiere que los macrofagos participan en la EICH, sin embargo, aun hay mucho que
investigar en cuanto a los mecanismos moleculares que hacen esto posible.

Recordando, los macrofagos poseen tres funciones: fagocitosis, presentacion
antigénica y secrecion de citocinas, particularmente es interesante su funcion como
células productoras de citocinas, ya que dependiendo su fenotipo, los macrofagos
pueden secretar moléculas pro o anti-inflamatorias, las cuales regulan el proceso

inflamatorio que ocurre en la EICH.
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7. Citocinas: moduladores de inflamacion.

Las citocinas son un grupo extenso y heterogéneo de glicoproteinas de bajo peso
molecular (8 a 26 KDa, excepto IL-12 que pesa 75 KDa), secretadas por diversos
tipos celulares. Estas se unen a receptores presentes en varios tipos celulares,
principalmente leucocitos, y regulan la respuesta inmunolégica innata y
adaptativa.*® 4° Las citocinas pueden tener un efecto diferente, de acuerdo con la
célula blanco a la que regulen, esta propiedad se denomina pleiotropismo.
Adicionalmente, diferentes citocinas pueden inducir el mismo efecto sobre una
poblacion celular, accién llamada redundancia. Cuando ejercen su accién sobre la
misma ceélula que las sintetiza se trata de un efecto autdcrino, por el contrario, si se
ejerce sobre células diferentes pero cercanas al sitio se llama efecto paracrino, y si
actuan en sitios lejanos presentan efecto enddcrino. La accidon que ejercen las
citocinas por lo general se asocia con regulacién del crecimiento, diferenciacién y
activacion de las células pertenecientes al sistema inmunoldgico. Su sintesis se
inicia a partir de transcripcion de novo, como consecuencia de sefales de activacion
celular. Su proceso de transcripcién es transitorio, ya que los mMRNA que se traducen
para citocinas son inestables.*® Con base en su propiedad de favorecer o no la

inflamacién, se clasifican en dos grupos: anti-inflamatorias y pro-inflamatorias.

7.1.Citocinas pro-inflamatorias

Las citocinas de este grupo son producidas predominantemente por macréfagos
activados y promueven la iniciacion y/o progresion de respuestas inflamatorias. En
la tabla 1 se muestran citocinas pro-inflamatorias de interés para el presente trabajo,

su funcion, asi como las células de origen y destino.



19

Tabla1. Citocinas con actividad pro-inflamatoria.*>-'

Citocina | Célula origen Célula Funcioén

blanco

IL-1a Macréfagos, DC, | Linfocitos T Proliferaciéon y diferenciacion de
fibroblastos, naive, linfocitos ' células de la respuesta innata y
células Tc, DC vy adaptativa. Pirogeno  enddgeno.
endoteliales, macrofagos Activacién de macréfagos y linfocitos T
hepatocitos

IL-1B Macréfagos, DC, | Linfocitos T, | Posee mismas funciones que IL-1q,
fibroblastos, macrofagos pero IL-1B es sintetizada como pro IL-1
células y debe ser procesada por caspasa-1
endoteliales, para tener actividad bioldgica
hepatocitos

IL-6 Linfocitos T, Linfocitos T, | Actividad tanto pro como anti-
macrofagos, linfocitos B,  inflamatoria. Promueve produccién de
células monocitos, proteinas de fase aguda, diferenciacion
endoteliales, hepatocitos de linfocitos Th2 y Th17, diferenciacion
monocitos, de linfocitos B hacia PC, regula la
fibroblastos diferenciacion de  monocitos a

macrofagos, Induce expresion de
ICAM-1

IL-12 Macréfagos, DC, | Linfocitos T y | Heterodimero conformado por la
linfocitos B, | NK subunidad A (p35) y B (p40).
neutrofilos, Desarrollo, mantenimiento y
monocitos diferenciacion de linfocitos Th1, induce

actividad citotéxica y produccion de
IFNy por células NK, favorece
expresion del receptor de IL-18, inhibe
formacion de linfocitos Th2, promueve
actividad antitumoral de macrofagos.

IL-18 Monocitos, Linfocitos NK, | Sirve como cofactor de IL-12, induce
macrofagos, DC, | Linfocitos B produccién de IFNy, inhibe la secrecién
fibroblastos de 1gG1 e IgE, y refuerza la de IgG2a

por linfocitos B.

TNFa Macrofagos, Macroéfagos, Pirégeno enddgeno, promueve
células NK, | células produccion de proteinas de fase
linfocitos Th1 endoteliales, aguda, activacion del endotelio,

linfocitos T vy | inflamacion local. Apoptosis.
NK

DC: célula dendritica. Tc: linfocitos T citotéxicos. Th: linfocito T helper. PC: Plasmatic Cell
(Célula plasmatica). ICAM: molécula de adhesion intercelular. IFNy: interferon gamma. NK:
natural killer. Ig: inmunoglobulina.
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7.2. Citocinas anti-inflamatorias
Las citocinas anti-inflamatorias son moléculas inmunoreguladoras que controlan las
respuestas generadas por citocinas pro-inflamatorias, restaurando la homeostasis
del sitio danado. Ejemplos de ellas: IL-4, IL-10, IL-13, IL-6 (también posee actividad
pro-inflamatoria) y TGFB1 (Factor de crecimiento transformante 1). En la tabla 2
se encuentra informaciéon de IL-10 y TGFB1 por ser de interés para este trabajo,

indicando su funcion, origen y destino celular.*®

Tabla 2. Citocinas con actividad anti-inflamatoria.*® 52

Citocina | Célula origen Célula Funcion

blanco

IL-10 Macroéfagos, Linfocito B, | Inhibe la produccion de citocinas pro-
linfocitos Treg, | Linfocitos T, | inflamatorias en macrofagos, DC vy
linfocitos Th2, | macrofagos linfocitos T, aumenta proliferaciéon de
linfocitos B, DC linfocitos B, inhibe activacion de

linfocitos Th1.

TGFp1 Macroéfagos, Linfocitos Th1, | Inhibe proliferacion y funciones
linfocitos Treg, | macrofagos efectoras de linfocitos T y macréfagos,
plaguetas favorece el desarrollo de linfocitos

Treg, inhibe Ila diferenciacion de
linfocitos Th1 y Th2. Citocina anti-
inflamatoria por excelencia.

Treg: linfocito T regulador. Th: linfocito T helper. DC: célula dendritica.

Finalmente, cabe destacar que el balance entre citocinas pro y anti-inflamatorias es
clave para dar inicio o regular la fisiopatologia de diversas enfermedades, por

ejemplo las respuestas inmunoldgicas que se generan posterior al TCPH.

8. Cinética de citocinas en el trasplante de células progenitoras

hematopoyéticas.

Las citocinas participan en el desarrollo de las reacciones generadas después del
TCPH, es importante describir lo que hasta el momento se ha estudiado en cuanto
a su cinética postrasplante. C. K. Min y colaboradores trabajaron con un grupo de

52 pacientes que recibieron TCPH alogénico, a quienes determinaron
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semanalmente sus niveles séricos de citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNFa e IL-
8) y anti-inflamatorias (IL-10). IL-6 increment6 inmediatamente después del
trasplante, llegando a un pico maximo a la semana +3, IL-8 estuvo elevada s6lo
durante la primera semana; por otro lado, después de una ligera disminucion en la
semana +1, TNFa incremento significativamente de la semana +2 a la semana +3.
Los valores de IL-10 comenzaron a elevarse en la segunda semana, llegando a su
maximo en la semana +4. En resumen, elevados niveles séricos de IL-6 en la
primera semana podrian ser un predictor temprano de complicaciones
postrasplante, particularmente EICHa, ya que su secrecidén podria desencadenar

una cascada de citocinas pro-inflamatorias.®3

9. Citocinas y enfermedad del injerto en contra del huésped.

Los linfocitos T son una fuente de citocinas, las cuales se sabe que participan en la
enfermedad. Sin embargo, los linfocitos T no son la unica fuente, también son
secretadas por células del sistema inmunolégico innato, como macréfagos, los
cuales influyen en el inicio de la EICH. En la fisiopatologia de la EICH, el
acondicionamiento desencadena una “tormenta de citocinas” pro-inflamatorias,
clasicamente TNFa, IL-1 e IL-6.54 Estas moléculas promueven diferenciacion y
expansion de linfocitos T. Cuando aumentan significativamente los niveles de TNFa
de la segunda a la cuarta semana post-TCPH, incrementa la severidad de EICH
intestinal.>® IL-6 se considera modulador de la EICH, debido a que la administracion
de anticuerpos neutralizantes para IL-6 disminuye su gravedad.%¢ Por otra parte, se
han observado niveles elevados de IL-12 en suero de pacientes con EICHa,
sugiriendo que tienen una funcién en el desarrollo de la enfermedad, y que su
inhibicidén mediante anticuerpos disminuiria el riesgo de presentarla.>” Otro estudio
reveld que pacientes con niveles elevados de IL-12 en suero después del trasplante,
muestran menor probabilidad de recaida sin aumentar el riesgo de EICH.%8 Ademas,
por medio de inmunohistoquimica se ha demostrado sobreexpresion de IL-18 en
tejido cutaneo de pacientes en fases tempranas de EICHa, considerandose un
factor prondstico.®® En términos de citocinas anti-inflamatorias, se ha visto que si se

administran bajas dosis de IL-10 a ratones con EICH, el efecto es inmunosupresor,
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sin embargo, si la dosis es elevada se exacerba la severidad de la enfermedad.®°
Adicionalmente, se ha visto que bajos niveles de TGFB1, se relacionan con el
desarrollo de EICHa, por otro lado, los sintomas de EICHc se asocian con elevada
expresion de TGFB1 a nivel de RNAm y proteina.®’ En resumen, las citocinas y sus

niveles de expresion tienen un efecto importante sobre el desarrollo de la EICH.

10.Regulacién génica: polimorfismos de un solo nucleétido.

La expresion geénica es de vital importancia para la regulacion del sistema
inmunoldgico, dicho proceso depende de elementos cis reguladores encontrados
en las regiones promotoras de los genes, especificamente en la region minima (core
promoter) y en elementos proximos al promotor. Ademas de las secuencias
consenso cis ubicadas en el promotor, existen también proteinas que actuan en
trans, como factores de transcripcion y RNA polimerasa |l. Un mecanismo regulador
de expresion génica son los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), que son las
variantes génicas mas frecuentes en el genoma humano, pues se localizan en
cualquier parte de la estructura de los genes y el genoma.®? Con base en su
funcionalidad, los SNPs se clasifican en: 1) SNP reguladores (rSNP) que se
encuentran en promotores y tienen implicaciones sobre los niveles de expresion, 2)
SNPs RNA estructurales (srSNP) que afectan la estructura y funcién de los RNA,
incluyendo el splicing (corte y empalme), traduccion, estabilidad y poliadenilacion,
3) SNPs codificantes (cSNP), se localizan en los exones y se subdividen en
sindnimos (si el cambio de nucledtido no modifica el aminoacido) y no sinénimos (si
el cambio de nucledtido cambia el aminoacido); cada uno de ellos puede afectar la
cantidad o actividad de las proteinas codificadas.®? 63 En la figura 4 se ilustra el
mecanismo molecular de los rSNP y cSNP. Asi, los rSNP situados en regiones
promotoras pueden modificar, eliminar o crear sitios de union y reconocimiento para
factores de transcripcion, alterando los niveles de expresion génica, conduciendo a
sobre o subexpresion de las proteinas. En estos términos, se ha documentado que
diferencias en la expresidn génica entre un sujeto y otro pueden modificar el fenotipo

en enfermedades complejas.®?
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Figura 4. Efecto funcional de los rSNP y ¢SNP. Los SNP reguladores (rSNP) pueden afectar la
expresion si estdn en el promotor porque alteran o modifican la unién de factores de transcripcién
(color verde). Los SNP codificantes (cSNP) se encuentran en exones, su presencia puede alterar la
secuencia de codones, modificando o no el aminoacido traducido (color azul). FT: factor de
transcripcién. CAP: sitio 7- metil guanosina trifosfato en el extremo 5’. UTR: regidn no traducida del
inglés “untranslated region”. Modificada de Ramirez Bello J. Gac Med Méx. 2013; 149: 220-8.

11.Polimorfismos de un solo nucleétido y enfermedad del injerto en contra del

huésped.

En el contexto de la EICH, se ha observado sub o sobreexpresion en los niveles de
diversas citocinas, sin embargo, no se han propuesto mecanismos en particular
responsables de dicha regulacién.> Existen trabajos donde se reportan SNPs en
genes de citocinas como factores de riesgo para el desarrollo de EICH; esto resulta
interesante pues podria sugerir una relacion entre el SNP con la expresion de la
citocina, y por consiguiente con el desarrollo o gravedad de la enfermedad. Para
fines de este trabajo, con base en las siguientes evidencias, se eligio estudiar SNPs
presentes en IL1A, IL6, IL10, IL12A, IL18, TNF y TGFB1. En un estudio realizado

en pacientes iranis, se analizé el subgrupo de sujetos trasplantados por leucemia y
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se observé tendencia de riesgo a EICH para el alelo C del SNP rs1800587 en IL1A.54
En sujetos britanicos se encontré asociacion de riesgo a la enfermedad cronica para
el genotipo GG del SNP rs1800795 en IL6, con RM=4.25, IC 95% 1.49 — 12.16 y
p=0.007.%5 En una cohorte asiatica con TCPH alogénico, los portadores del genotipo
GG en el SNP rs187238 en IL18, mostraban injerto mieloide mas rapido (15 dias
versus 17 dias, p=0.01), pero mayor incidencia de EICHc (20.6% versus 3.3%,
p=0.029).6 Ademas, un estudio realizado en poblacién brasilefia sugirié asociacion
entre el genotipo GA del SNP rs361525 en TNF, con la ocurrencia y severidad de
EICHCc, pues la incidencia de EICHc en pacientes con dicho genotipo fue de 91.7%,
en contraste a 59.4% para el genotipo GG.®’

Por otra parte, un meta-analisis realizado en poblaciones china, brasilefa,
caucasica e irani, reportd que receptores de TCPH alogénico con genotipo CC en
el SNP rs1800872 de IL10 mostraban riesgo de presentar EICHa grado Il a IV
(RM=1.999, IC 95% 1.230 — 3.250, p=0.005).8 En contraste, en una cohorte inglesa
de pacientes con donador HLA compatible, el genotipo AA del mismo SNP se
consider¢ factor de proteccion para la enfermedad aguda grado Il y IV (RM=0.4, IC
95% 0.2 - 0.9, p=0.02); cabe mencionar que se trata de un SNP etiqueta, y en la
misma cohorte se encontré el haplotipo TCATA, definido por 5 polimorfismos
(rs1800890, rs6693899, rs1800896, rs1800871 y rs1800872) del promotor de IL10,
el cual se asocid con mayor sobrevida postrasplante.®® Asi mismo, en un meta-
analisis de poblacion caucasica y asiatica, el SNP rs1800470 localizado en el exdn
1 de TGFB1, cuyo efecto bioldgico consiste en el cambio de una lisina (K) por prolina
(P), se considerd6 factor de proteccion para la enfermedad (RM=0.65, IC 95% 0.63
—0.85, p=0.02); una observacién similar fue documentada en pacientes iranies con
TCPH alogénico, cuyos portadores del alelo A en el mismo SNP mostraron menor
frecuencia de EICHa, en comparacion a los sujetos sin el alelo A (RM=0.334,
p=0.026).70. 71
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JUSTIFICACION

Las neoplasias hematoldgicas representan un problema de salud a nivel nacional y
mundial. En México, la leucemia es una de las enfermedades malignas mas
frecuentes en poblacién adulta, con una incidencia de 4.3%, mientras que la octava
causa de muerte por cancer, segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud.
El TCPH es un tratamiento de consolidacion para neoplasias hematoldgicas, asi
como enfermedades hematoldgicas no malignas. El objetivo es reconstituir el
sistema inmunologico y hematoldgico del paciente. No obstante, este tratamiento
posee complicaciones, de las cuales la EICH es la mas frecuente e importante por
determinar el prondstico favorable o no en el paciente postrasplante. Con base en
las evidencias dadas, se destaca la importancia del tipo celular infiltrado en EICH,
asi como del balance adecuado entre citocinas pro y anti-inflamatorias, su
regulacion génica y la presencia de SNPs. Interesantemente, gran parte de las
citocinas ejemplificadas que participan en la EICH pueden ser secretadas por
macrofagos M1 (IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, TNFa) y M2 (IL-10 y TGFB1), por ello,
resulta importante investigar a este tipo celular como fuente productora de dichas
citocinas, ya que ese conocimiento podria ser aplicado posteriormente en el disefio
de nuevos tratamientos especificos y selectivos para macroéfagos, inhibiendo su
funcién, migracién o proliferacion, y con ello evitar la cascada de citocinas, dicho
enfoque podria utilizarse en pacientes susceptibles de desarrollar EICH,

dependiendo sus resultados de tipificacion.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El TCPH es un tratamiento de consolidacion para enfermedades hematoldgicas,
como es el caso de las leucemias que representan la neoplasia hematoldgica con
mayor mortalidad en México. La EICH es una complicacion frecuente en pacientes
post-TCPH alogénico, pues se presenta aproximadamente en el 80% de los
receptores. Esta consiste en una reaccion inflamatoria exacerbada, la cual puede
ser fatal en el paciente. No obstante, cuando su gravedad es leve o limitada se
asocia con menor probabilidad de recaida. En estos términos, un factor importante
para su desarrollo son las variantes génicas, como los SNPs, que existen entre un
paciente y otro. Por otra parte, se conoce que el numero de células infiltrantes del
sistema inmunoldgico en tejido también influye en el desarrollo y gravedad de la
enfermedad. Sin embargo, hasta la fecha no se ha estudiado en su conjunto si la
presencia de variantes génicas, como polimorfismos de un solo nucleétido,
presentes en genes de citocinas producidas particularmente por macrofagos M1
(IL1A, IL6, IL12A, 1L18 y TNF) y M2 (IL10 y TGFB1), asi como su expresion a nivel

de proteina, se asocian con la susceptibilidad a desarrollar EICH.
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HIPOTESIS

SNPs en genes de IL1A (rs1800587), IL6 (rs1800795), IL12A (rs2243123), 1L18
(rs187238), TNF (rs361525), IL10 (rs1800872) y TGFB1 (rs1800470), asi como su

expresion a nivel de proteina se asociaran con susceptibilidad de desarrollar EICH.
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OBJETIVOS
e General

Analizar si SNPs en los genes IL1A (rs1800587), IL6 (rs1800795), IL12A
(rs2243123), IL18 (rs187238), TNF (rs361525), IL10 (rs1800872) y TGFB1
(rs1800470), asi como su expresion a nivel de proteina en macréfagos M1y M2, se

asocian con EICH.

e Particulares

1. Determinar la frecuencia alélica de los SNPs rs1800587, rs1800795, rs2243123,
rs187238, rs361525, rs1800872 y rs1800470 en un grupo de sujetos
clinicamente sanos.

2. Analizar la frecuencia alélica y genotipica de los SNPs rs1800587, rs1800795,
rs2243123, rs187238, rs361525, rs1800872 y rs1800470 en pacientes con EICH
versus sin EICH.

3. Caracterizar el fenotipo de macréfagos M1 y M2, derivados de monocitos de
sangre periférica, en pacientes con y sin EICH, asi como en un grupo de
donadores alogénicos.

4. Determinar la produccion de citocinas caracteristicas de macrofagos M1 (1L-1,
IL-6, IL-12, IL-18 y TNFa) y M2 (IL-10 y TGFB1) en pacientes con y sin EICH,

asi como en un grupo de donadores alogénicos.
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METODOLOGIA
e Disefio de estudio

De cohorte, prospectivo.

e Universo de estudio

Pacientes con diagndstico de leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide
cronica (LMC), leucemia linfoide aguda (LLA), leucemia linfoide crénica (LLC),
sindrome mielodisplasico (SMD), linfoma, hemoglobinuria paroxistica nocturna
(HPN), anemia aplasica e inmunodeficiencia, que acudieron al servicio de
Hematologia de la UMAE, Hospital de Especialidades CMN-SXXI, IMSS, y que,

dado el curso de su enfermedad, recibieron TCPH alogénico.

e Poblaciéon de estudio

Pacientes adultos con TCPH, que contaban con donador familiar (hermano

consanguineo) HLA idéntico en mediana resolucién para los loci A, B, Cw y DR.

e Grupo control

Se incluyd un grupo control de sujetos clinicamente sanos del Valle de México, con
el fin de conocer las frecuencias génicas de los SNPs de estudio y el equilibrio de
Hardy-Weinberg en poblacién asintomatica. Se traté de sujetos nacidos y residentes
en la zona sur, oriente y centro de la Ciudad de México, elegidos de esa manera por

pertenecer a la misma region del grupo de pacientes.

e Criterios de inclusion

Controles

- Sujetos entre 17 y 60 afios de edad.

- Masculino o femenino.

- Ser mexicano con ascendencia de minimo dos generaciones.
- Residir en la zona del Valle de México.



30

Pacientes

Pacientes con TCPH alogénico.

Contar con un donador (hermano consanguineo) HLA compatible.
Sujetos entre 17 y 60 afos de edad al momento del diagndstico.
Masculino o femenino.

Ser mexicano con ascendencia de minimo dos generaciones.

Criterios de exclusion

Controles

Tener relacion consanguinea con el grupo de pacientes destinados a recibir
TCPH.

Contar con diagndstico de alguna enfermedad autoinmune, diabetes, o algun
tipo de cancer.

Tener diagnéstico de enfermedad cardiovascular.

Pacientes

Pacientes que cursan adicionalmente con alguna enfermedad autoinmune,
diabetes u otro tipo de cancer.

Pacientes con trasplante autdélogo.

Pacientes con trasplante de sangre de cordon umbilical.

Criterios de eliminacion de muestras

Muestra de sangre periférica insuficiente.

Escasa concentracion de DNA extraido.

Cantidad insuficiente de monocitos purificados a partir de sangre periférica.
Resultados incompletos de genotipificacion de SNPs, caracterizacion de
macrofagos y cuantificacion de citocinas.

Variables

Variable dependiente:

- Enfermedad del injerto en contra del huésped.
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Variables independientes:

- Polimorfismos de un solo nucleétido: rs1800587, rs1800795, rs2243123,
rs187238, rs361525, rs1800872 y rs1800470
- Concentracion de citocinas: IL-1a, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, TNFay TGF31

e Tamano de muestra

El tamafio de muestra se calcul6 con respecto a la frecuencia del alelo menor (MAF)
reportada en la base de datos 1000 genomes, con una razén de momios (RM) de
3.0, confianza de 95%, poder de 80% y a de 0.05%. El resultado fue de 77 binomios

(donador-receptor). El grupo control fue de 245 individuos.

e Material biolégico

Se recolectaron 5 ml de sangre periférica anticoagulada con EDTA del grupo control
y del grupo de binomio para la extraccion de DNA gendmico. Posterior al trasplante,
en el dia 140, adicionalmente se obtuvo 10 ml de sangre periférica a 7 pacientes sin
EICH, 6 con EICH y a 5 donadores para la diferenciacion de monocitos a

macrofagos M1y M2.

e Extraccion de DNA

La extraccion del DNA se realiz6 a partir de células provenientes de 5 ml de sangre
periférica, mediante la microtécnica de salting-out. La concentracion y calidad del
DNA obtenido se evalud por espectrofotometria en un equipo NanoDrop 1000
(Thermo Fisher, Waltham, MA, EE. UU.). La integridad del DNA se analiz en un gel

de agarosa al 0.8%.

e Seleccion de SNPs

Se eligieron SNPs asociados previamente a EICH o neoplasias hematoldgicas, y
que su frecuencia alélica correspondia a = 10%. Los datos genéticos para cada

polimorfismo estan descritos en la tabla 3.
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Tabla 3. Descripcion de polimorfismos estudiados

Gen SNP Posicion Cambio
IL1A rs1800587 -889 G>A
IL6 rs1800795 -174 G>C
IL-10 rs1800872 -592 G>T
IL12A rs2243123 -1148 T>C
IL18 rs187238 -137 C>G
TNF rs361525 -238 G>A
TGFB1 rs1800470 +869 A>G

e Genotipificacion

La tipificacion de los SNPs rs1800587, rs1800795, rs2243123, rs187238, rs361525,
rs1800872 y rs1800470 fue realizada mediante discriminacion alélica, usando
sondas TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). Las condiciones
de reaccion y de amplificacién fueron de acuerdo a la casa comercial. La reaccién
fue a 25 pul de volumen final que incluyé 12.5 yl de Master Mix TagMan® 2X, 1.25
Ml de sonda SNP assay 20X y 11.25 yl de DNA gendmico a 20 ng/ul. En cuanto a
las condiciones de amplificacion fueron 15 seg a 95°C; 15 seg a 95°C, 60 seg a
60°C y 60 seg a 72°C (35 ciclos); y 60 seg a 60°C.

e Purificacién de la poblaciéon de monocitos

Se aislaron células mononucleares por gradiente de densidad celular con
Lymphoprep (Axis-Shield, Oslo, Noruega) a partir de 10 ml de sangre periférica. La
poblaciéon de monocitos totales (CD14**/CD16" (clasicos), CD16**/CD14" (no
clasicos) y CD16*/CD14** (intermedios)) se purificO mediante seleccidn
inmunogenética negativa, siguiendo las indicaciones del kit Pan Monocyte Isolation,

human (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania).

¢ Diferenciacion de monocitos humanos a macréfagos M1y M2

Los monocitos totales purificados fueron cultivados en placas de 96 pozos a una

concentracion de 150,000 células por pozo, con medio de cultivo RPMI al 10% de
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suero fetal bovino (HyClone, Logan, UT, EE. UU.) por seis dias a 37°C y 5% de
CO2. Cada tercer dia se cambid el medio de cultivo y los factores de crecimiento
GM-CSF o M-CSF (R&D Systems, Minneapolis, MN, EE. UU.). Desde el dia cero,
las células se estimularon con GM-CSF o M-CSF, y como control negativo se
ocuparon monocitos cultivados unicamente con medio de cultivo. Al dia cinco, las
células estimuladas con GM-CSF se polarizaron a macréfagos M1 con la adicion de
IFN-y (R&D Systems, Minneapolis, MN, EE. UU.) y LPS (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, EE. UU.) durante 24 horas, mientras que las estimuladas con M-CSF se
polarizaron a macrofagos M2 con IL-4 e IL-13 (R&D Systems, Minneapolis, MN, EE.
UU.) por el mismo tiempo. Los monocitos cultivados s6lo con medio RPMI se
denominaron macréfagos MO al término de los seis dias. Las células fueron
recolectadas en el dia seis para la identificacion del fenotipo mediante moléculas de
superficie y los sobrenadantes del cultivo celular se conservaron para la

cuantificaciéon de citocinas.

e Determinacion de la expresion de moléculas de superficie en macrofagos

A los macréfagos obtenidos en el dia seis del cultivo celular se les realizo tincion de
viabilidad con el Kit Zombie/VioBlue (Biolegend, San Diego, CA, EE. UU.), los cuales
fueron incubados durante 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
procedid con la tincion de moléculas de superficie para la identificacion de
macrofagos M1 y M2, usando a los macréfagos MO como control negativo. Los
anticuerpos que se ocuparon fueron: anti-CD86-PE, anti-HLA DR-PECy7, anti-
CD14-FITC y anti-CD163-APC (Biolegend, San Diego, CA, EE. UU.). Cada tipo de
macrofago recolectado (MO, M1 y M2) fue tefiido con todos los anticuerpos a la vez,
incubando a 4°C durante 20 minutos, en seguida, las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 2%. Finalmente, las muestras se analizaron en un citdmetro de
flujo MACSQuant, (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) para determinar

la expresidon de moléculas de superficie.
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e Cuantificacion de citocinas

Al sexto dia de cultivo celular, se recolectaron los sobrenadantes de cada pozo de
macrofagos MO, M1 y M2 y fueron conservados a -70°C hasta su determinacion.
Previo a la cuantificacién las muestras fueron descongeladas, centrifugadas y se
colocaron 25 ul de sobrenadante en cada pozo de la placa. La determinacion de IL-
10, IL-6, IL-10, IL-12 y TNFa se realiz6 siguiendo las indicaciones del kit multiplex
MILLIPLEX MAP Human Cytokine (Merck Millipore, Billerica, MA, EE. UU.). Por otra
parte, la determinaciéon de TGFB1 fue independiente con el kit MILLIPLEX MAP
TGFB (Merck Millipore, Billerica, MA, EE. UU.).

e Analisis estadistico

En el analisis de los datos demograficos se realizd estadistica descriptiva de las
variables con distribucién normal con calculo de medidas de tendencia central
(frecuencias, medias y + 2 desviaciones estandar) y pruebas no paramétricas
correspondientes para las variables con libre distribucion (mediana y rangos
intercuartiles).

El analisis de las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en los
grupos de estudio se realizd con el programa SNPstats

(http://bicinfo.iconcologia.net/snpstats/start.ntm) mediante regresién logistica

usando los modelos co-dominante, dominante, recesivo, heterocigoto y aditivo, los
cuales se ajustaron por una o mas variables con relevancia bioldgica para la
enfermedad, eligiendo aquellas que no modificaran los valores de riesgo con
respecto al analisis en crudo. Los modelos finales se ajustaron por género,
compatibilidad HLA, compatibilidad de género, acondicionamiento y quimerismo.
Los valores de razon de momios (RM) fueron calculados con intervalos de confianza
del 95%, y se consider6é p<0.05 como resultado estadisticamente significativo. El
estudio de asociacion para EICH se baso en los valores de RM. Resultados iguales
a 1 se consideraron sin afeccion, RM>1 se asociaron con susceptibilidad al
desarrollo de la EICH, y RM<1 se relacionaron con menor riesgo para la

enfermedad. En los datos demograficos, el analisis de variables categoricas se hizo


http://bioinfo.iconcologia.net/snpstats/start.htm)
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usando la prueba de Chi cuadrada, mientras que los datos cuantitativos se
compararon con la prueba de U Mann-Whitney.

La expresién de moléculas de superficie en macroéfagos M0, M1 y M2 entre los
diferentes grupos de estudio (pacientes con/sin EICH y donadores) fue analizada
con la media geométrica de fluorescencia obtenida con el software FlowJo 10.2,
mientras la intensidad media de fluorescencia (IMF) de la cuantificacién de citocinas
en sobrenadantes fue obtenida con el software Milliplex Analyst 5.1. Los resultados
de moléculas de superficie como de cuantificacion de citocinas fueron analizados

con la prueba de ANOVA en el programa GraphPad Prism 4.0.



DIAGRAMA DE FLUJO
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RESULTADOS

Polimorfismos de un solo nucleétido

e Controles

Se obtuvieron 245 muestras de DNA de sujetos clinicamente sanos del Valle de
México, y se tipificaron para los SNPs de estudio. El grupo se formé por 172 mujeres
y 73 hombres, con media de 42 (£ 14) y 33 (x 9) anos, respectivamente. En la tabla
4 se muestran los resultados del equilibrio de Hardy-Weinberg del grupo control.

Las siete variantes génicas cumplieron con el equilibrio.

Tabla 4. Equilibrio de Hardy-Weinberg en el grupo de sujetos clinicamente sanos del Valle de
Meéxico.

SNP rs1800587 rs1800795 rs1800872 rs2243123 rs187238 rs1800470 rs361525

P 0.30 0.35 0.21 1.0 0.67 0.58 0.22

p= significancia con test Chi cuadrada.

Debido a que la poblacién mexicana posee componentes genéticos provenientes
de otras poblaciones (europea 31-40% vy africana-asiatica 3-10%) "2, los resultados
de las frecuencias alélicas del grupo control de los SNPs estudiados se comparé
con las frecuencias de otras poblaciones. En la tabla 5 se muestran las frecuencias
alélicas en la poblacién mexicana de los Angeles, ibéricos (caucasicos), chinos Han
(asiaticos) y yorubas (africanos). En efecto, los sujetos del Valle de México fueron
muy similares a la poblacién mexicana de los Angeles, en contraste a la poblacién
asiatica, de quienes difirieron significativamente en la mayoria de los polimorfismos.
Se puede observar que la similitud en las frecuencias alélicas con las poblaciones
caucasicas, asiatica y africana corresponde al porcentaje de la composicion

ancestral en la poblacién mexicana.
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Tabla 5. Frecuencias alélicas de los polimorfismos de estudio en sujetos del Valle de México y otras
poblaciones.

Poblaciéon mexicana Poblacién Poblacion Poblacién
caucasica asiatica africana
Del Valle de De los Angeles Ibérico Chino-Han Yoruba
México (n=64) (n=107) (n=103) (n=108)
(n=245)
n fa n fa n fa n fa n fa
IL1A rs1800587
390 79.6 98 76.6 159 74.3 193 93.7¢ 122 56.5¢
100 20.4 30 23.4 55 25.7 13 6.3° 94 43.5°¢
IL6 rs1800795
G 450 91.8 111 86.7 139 65.0°¢ 206 100.0 216 100.0
C 40 8.2 17 13.3 75 35.0°¢ 0 0.0 0 0.0
IL10rs1800872
G 285 58.2 74 57.8 158 73.8° 53 25.7¢ 115 53.2
205 41.8 54 42.2 56 26.2°¢ 153 74.3¢ 101  46.8
IL12A rs2243123
T 290 59.2 86 67.2 171 79.9¢ 187 90.8° 181  83.8°
C 200 40.8 42 32.8 43 20.1¢ 19 9.2¢ 35 16.2¢
IL18 rs187238
336 68.6 84 65.6 151 70.6 189 91.7¢ 172 79.6¢
G 154 31.4 44 344 63 29.4 17 8.3¢ 44 20.4¢
TNF rs361525
G 479 97.8 115 89.8° 203 94.9 199 96.6 215 99.5
A 11 2.2 13 10.2¢ 11 5.1 7 3.4 1 0.5
TGFB1 rs1800470
G 276 56.3 58 45.3b 90 42.1°¢ 99 48.1° 96 44 .4¢
A 214 43.7 70 54.7° 124 57.9¢ 107 51.9° 120 55.6°

Diferencias significativas en frecuencias alélicas de los SNPs de estudio, al comparar a sujetos del Valle de México con
otras poblaciones, p=significancia con test Chi cuadrada.

@ SNP TGFB1 +889 G/A diferente entre sujetos del Valle de México y poblacién asiatica (p=0.04)

bSNP TGFB1 +889 G/A diferente entre sujetos del Valle de México y poblacién mexicana de los Angeles (p=0.02)

¢ SNP TGFB1 +889 G/A diferente entre sujetos del Valle de México y poblacién africana (p=0.003)

dSNP IL-18 -137 C/G diferente entre sujetos del Valle de México y poblacién africana (p=0.002)

€Varios SNPs significativamente diferentes entre sujetos del Valle de México y otras poblaciones (p<0.001)
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Unicamente las frecuencias alélicas de los SNP rs1800470 y rs361525en sujetos
del Valle de México difirieron significativamente de la poblacion mexicana de los

Angeles.

e Pacientes

Se estudiaron 77 pacientes que ingresaron a TCPH alogénico, 33 fueron mujeres y
44 hombres, la mediana de edad del grupo de pacientes fue de 34 afos, en un rango
intercuartil (RI) de 25 a 43 afos. En la tabla 6 se describen los datos clinico-
demograficos clasificados con base en la presencia de EICH. De la cohorte de
estudio, 59 (76.6%) pacientes desarrollaron EICH, con una mediana de edad de 32
afnos en un Rl de 25 a 45 afios, el género masculino correspondid a 62.7%, el 74.6%
de los pacientes trasplantados fueron por leucemias agudas, y el 13.6% presento
recaida a la enfermedad hematoldgica original. En cambio, de los 18 pacientes que
no desarrollaron EICH (23.4%), la mediana de edad fue de 38 afios en un Rl de 34
a 41 afos, siendo en su mayoria receptores del género femenino (61.1%), 15
pacientes (83.3%) de este grupo se trasplantaron por leucemias agudas, sin
embargo, 61.1% de los receptores recayeron. Los datos de recaida fueron
comparados estadisticamente entre ambos grupos de pacientes, encontrando a la
EICH como factor protector para tal complicacion (RM=0.10, IC 95% 0.03 — 0.33,
p<0.001), este resultado es equiparable con lo reportado en trabajos previos, es
decir, a pesar de considerarse un riesgo posterior al trasplante, la EICH es necesaria

para evitar la recaida y favorecer la cura oncoldgica de los pacientes con TCPH. 22
73-74
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Tabla 6. Datos clinico-demograficos de los pacientes en estudio. Todos recibieron TCPH alogénico

y fueron agrupados con base en la presencia de EICH.

Sin EICH Con EICH Valor p
(n=18) (n=59)
Edad, afios (mediana/rango) 38/ 34-41 32/ 25-45 0.38
Género (%) 0.07
F 11 (61.1) 22 (37.3)
M 7(38.9) 37 (62.7)
Compatibilidad género R/D, (%) 0.27
F/F 6(33.3) 9(15.3)
F/M 5(27.8) 13 (22.0)
M/M 4(22.2) 23 (39.0)
M/F 3(16.7) 14 (23.7)
Diagnéstico (%) 0.72
LMA 8 (44.4) 21 (35.5)
LLA 7(38.8) 23 (39.0)
LMC 0(0.0) 2(3.4)
LLC 0(0.0) 1(1.7)
SMD/SMP 1(5.6) 5(8.5)
Linfoma linfoblastico 0(0.0) 1(1.7)
Anemia aplasica 1(5.6) 5 (8.5)
Inmunodeficiencia 1(5.6) 0(0.0)
HPN 0(0.0) 1(1.7)
Acondicionamiento (%) 0.73
Mieloablativo 15 (83.3) 47 (79.7)
No mieloablativo 3(16.7) 12 (20.3)
Compatibilidad HLA (%) 0.85
HLA compatible 17 (94.4) 55(93.2)
HLA parcialmente compatible 1(5.6) 4(6.8)
Compatibilidad grupo sanguineo (%) 0.08
Compatible 16 (88.9) 40 (67.8)
Incompatible 2(11.1) 19 (32.2)
Quimerismo (%) 0.53
Quimera completa 15 (83.3) 45 (76.3)
Quimera parcial 3(16.7) 14 (23.7)
Recaida (%) 11 (61.1) 8(13.6)
Dosis células CD34* (x10°), (mediana/rango) 48/3.8-7.1 6.6/4.6-11.0 0.09

R: receptor, D: donador, F: femenino, M: masculino, LMA: leucemia mieloide aguda, LLA: Leucemia
linfoide aguda, LMC: leucemia mieloide crénica, LLC: leucemia linfoide crénica, SMD: sindrome

mielodisplasico, SMP: sindrome mieloproliferativo, HPN: hemoglobinuria paroxistica nocturna.
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Los 59 pacientes que desarrollaron EICH se clasificaron con base en el tipo de
enfermedad, la EICH aguda se present6 antes del dia 100 y la crénica después de
este tiempo. Se encontré que 40 (67.8%) de ellos desarrollaron EICH crénico, y los
19 restantes (32.2%) agudo (Figura 5).

EICH

B Agudo M Crdnico

68%

Figura 5. Distribucion de pacientes con EICH, con base en su presentacion aguda o crdnica.
Pacientes con EICH=59: EICH agudo=19. EICH crénico=40.

Frecuencias alélicas

Los SNPs rs1800587, rs1800795, rs2243123, rs187238, rs361525, rs1800872 y
rs1800470 se tipificaron en la cohorte de 77 pacientes postrasplante, clasificados
de acuerdo con la presencia o ausencia de EICH. En cada grupo se calcularon las
frecuencias alélicas y se obtuvieron los valores de razén de momios (RM) para

analizar la susceptibilidad de desarrollar la enfermedad (Tabla 7).
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Tabla 7. Analisis de asociacion de alelos con EICH.

Sin EICH EICH

SNP Alelo  (n=18) (n=59) RM (IC 95%) p
n (fa) n (fa)

G 28 (78.0) 90 (76.0) 1.09(0.45-2.66)

IL1A rs1800587 0.85
A 8(22.0) 28(24.0) 0.92(0.38-2.24)
G 34 (94.0) 105(89.0) 0.48(0.10-2.21)

IL6 rs1800795 0.33
Cc 2 (6.0) 13 (11.0) 2.11(0.45-9.80)
G 23 (64.0) 68 (58.0) 0.77 (0.36 —1.66)

IL10 rs1800872 0.50
T 13(36.0) 50 (42.0) 1.30(0.60-2.82)
T 21(58.0) 71(60.0) 1.08 (0.51-2.30)

IL12A rs2243123 0.84
o 15(42.0) 47 (40.0) 0.93(0.43-1.98)
C 28 (78.0) 83 (70.0) 0.68(0.28 —1.63)

IL18 rs187238 0.38
G 8(22.0) 35(30.0) 1.48(0.61—23.56)
G 21 (58.0) 60(51.0) 0.74(0.35-1.57)

TGFB1 rs1800470 0.43
A 15(42.0) 58 (49.0) 1.35(0.64-2.88)
G 35(97.0) 112 (95.0) 0.53(0.06 —4.59)

TNF rs361525

>

1(3.0)  6(5.0) 1.88(0.22—-16.12)

fa=frecuencia alélica. RM=razén de momios. IC=intervalo de confianza. p= significancia con test Chi
cuadrada.

A nivel alélico no se encontraron diferencias entre pacientes con EICH versus sin

EICH, es decir que en ningun caso poseer un alelo u otro otorgé riesgo o proteccion.

Frecuencias genotipicas

A nivel genotipico se evalud el riesgo con RM empleando diferentes modelos de
herencia. En la tabla 8 se muestran resultados para los SNPs de citocinas pro-
inflamatorias, representativas de macrofagos M1, en los cuales no se encontrd
asociacion con EICH; aun asi, los valores de RM fueron ajustados por género,
compatibilidad HLA receptor/donador, acondicionamiento, compatibilidad de género

receptor/donador y quimerismo.



Tabla 8. Analisis de asociacion de genotipos — citocinas pro-inflamatorias — con EICH. Polimorfismos en IL1A,

IL6, IL12A, IL18 y TNF en pacientes postrasplante con EICH versus sin EICH.

Modelo RM (IC 95%) p
IL1A rs1800587 GG AA
Sin EICH (n=18) 10 (556) 0 (OO) Co-dominante 0.78 (025 - 243) 0.46
Dominante 0.89(0.29-2.70) 0.84
EICH (n=59) 33 (55.9) 2(3.4)
Recesivo - -
Heterocigoto  0.74 (0.24 —2.31) 0.61
Aditivo 1.04 (0.39-2.83) 0.93
IL6 rs1800795 GG CcC
Dominante 1.74 (0.34 - 9.05) 0.49
EICH (n=59) 47 (79.7) 1(1.7)
Recesivo - -
Heterocigoto  1.64 (0.31 -8.55) 0.54
Aditivo 1.77 (0.36 —8.73) 0.46
IL12A rs2243123 TT CcC
Sin EICH (n=18) 6 (333) 3 (167) Co-dominante 0.76 (022 - 269) 0.91
Dominante 0.78 (0.24 —2.58) 0.68
EICH (n=59) 20 (33.9) 8 (13.6)
Recesivo 0.98 (0.21-4.67) 0.98
Heterocigoto  0.80 (0.26 —2.52) 0.70
Aditivo 0.88 (0.39-2.00) 0.77
IL18 rs187238 cC GG
Dominante 2.13(0.68-6.67) 0.19
EICH (n=59) 30 (50.8) 6 (10.2)
Recesivo 1.08 (0.18 -6.47) 0.93
Heterocigoto  2.31 (0.65-8.18) 0.18
Aditivo 1.54 (0.65-3.64) 0.31
TNF rs361525 GG AA
Sin EICH (n=18) 17 (944) 0 (00) Co-dominante 1.90 (016 - 2332) 0.61
Dominante  2.46 (0.22 —27.26) 0.44
EICH (n=59) 54 (91.5) 1(1.7)
Recesivo - -
Heterocigoto  1.87 (0.15-23.17) 0.61
Aditivo 243 (0.27 —21.58) 0.37
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Continuacion de tabla 8. fg= frecuencia genotipica. RM= razén de momios. IC= intervalo de
confianza. p= significancia con test Chi cuadrada.

Por otra parte, en la tabla 9 se describen los resultados para los SNPs de citocinas
anti-inflamatorias caracteristicas de macréfagos M2, los cuales tampoco fueron
estadisticamente significativos. Los resultados se ajustaron con las variables de
género, compatibilidad HLA receptor/donador, acondicionamiento, compatibilidad

de género receptor/donador y quimerismo.

Tabla 9. Analisis de asociacion de genotipos - citocinas anti-inflamatorias — con EICH.
Polimorfismos en IL10 y TGFB1 en pacientes postrasplante con EICH versus sin EICH.

n (fg) Modelo RM (IC95%) p
IL10 rs1800872 GG GT T

Dominante 1.34 (0.42-4.29) 0.63

Recesivo 2.68 (0.51-14.12) 0.21
Heterocigoto  0.75(0.25-2.28) 0.62
Aditivo 1.49 (0.67 - 3.32) 0.32

EICH (n=59) 22 (37.3) 24 (40.7) 13(22.0)

TGFB1 rs1800470 GG AG AA
Sin EICH (n=18) 5(27.8) 11 (61.1) 2(11.1) Co-dominante  1.05(0.28 —3.90) 0.48
Dominante 1.27 (0.35-4.59) 0.71
Recesivo 2.58 (0.50-13.37) 0.23
Heterocigoto  0.70 (0.23 —2.15) 0.54
Aditivo 1.52(0.64 -3.61) 0.34

EICH (n=59) 15 (25.4) 30(50.9) 14 (23.7)

fg= frecuencia genotipica. RM= razén de momios. IC= intervalo de confianza. p= significancia con
test Chi cuadrada.

Aunque no hubo asociaciones significativas, se puede observar que el riesgo y la
significancia difieren entre modelos de herencia, por ejemplo, en los SNPs
rs1800872 y rs1800470 el valor de p fue menor en el modelo recesivo.
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Identificacion de macréfagos M1 y M2 derivados de monocitos de sangre

periférica

La estrategia de analisis consistio en la seleccion de eventos unicos, excluyendo
agregados celulares (Figura 6a), posteriormente se identifico la poblacion mediante
los parametros de tamano y granularidad (Figura 6b), finalmente se seleccionaron
sélo los eventos viables, es decir los negativos al colorante Zombie/vioBlue (Figura
6¢C).
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Figura 6. Estrategia de identificacion de macréfagos por citometria de flujo. Monocitos totales fueron cultivados
durante 6 dias con o sin estimulo para obtener los diferentes fenotipos de macréfagos. (a) Graficos para descartar
agregados celulares (FSC-H vs. FSC-A), (b) Identificacién de la poblacion (SSC-A vs. FSC-A) y (c) evaluacién de viabilidad
(SSC-A vs. VioBlue). FSC-H: Forward Scatter Height (Altura). FSC-A: Forward Scatter Area (Tamafio). SSC-A: Side Scatter
Area (Granularidad por area). Un experimento representativo de n=5.

La expresion de moléculas de superficie se analizé con las medias geométricas de
fluorescencia, a partir de los eventos viables. En los histogramas de fluorescencia
(Figura 7) se observo mas expresion de CD86 y HLA-DR en macréfagos M1 que en
M2, mientras que CD14 y CD163 se expresaron mas en macrofagos M2. Los
macrofagos MO también expresaron CD86, CD14 y CD163, pero principalmente
HLA-DR.
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Figura 7. Expresidon de moléculas de superficie en macréfagos. Los fenotipos M0, M1y M2 fueron teiiidos con
anticuerpos monoclonales humanos anti-CD86/PE, anti-HLA-DR/PECy7, anti-CD14/FITC y anti-CD163/APC. Un

experimento representativo de n=5.




47

e Caracterizacion del fenotipo de macréfagos derivados de monocitos de

sangre periférica en donadores

Con la finalidad de evaluar el fenotipo basal de macréfagos en condiciones de no
enfermedad, se caracterizaron muestras provenientes de donadores, es decir
hermanos (HLA compatibles) de pacientes que recibieron TCPH, todos los
macrofagos expresaron CD86, HLA-DR, CD14 y CD163, aunque la expresion de
CD86 y HLA-DR fue caracteristica de macrofagos M1, mientras CD14 y CD163 se
expresaron principalmente en macréfagos M2, similar a lo encontrado previamente
en macréfagos de sujetos sanos in vitro”>76. En términos de fluorescencia, se
encontro significativamente mas expresion de CD86 (Figura 8a) en macréfagos M1
que en M2 (11,203.6 y 2,915, respectivamente, p=0.02). La expresion de HLA-DR
fue superior en macrofagos MO, seguida de M1 y escasa para M2 (Figura 8b). Asi,
para CD163 la mayor expresion fue observada en macréfagos MO, seguida por M2
y pobre en M1 (Figura 8d).
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Figura 8. Caracterizacion del fenotipo de macréfagos obtenidos de monocitos de donadores, clinicamente
sanos. (a-b) Marcadores caracteristicos de macréfagos M1, estimulados con GM-CSF, IFNy y LPS (c-d)
Marcadores representativos de macréfagos M2, que se obtuvieron con M-CSF, IL-4 e IL-13. Los macréfagos
MO correspondieron a los cultivados sin estimulo. CD86: *p=0.02; HLA-DR: *p=0.02. n=5. Medias
geométricas de fluorescencia + error estdndar de la media.
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Adicionalmente, se analizd la secrecion de citocinas en sobrenadantes de cultivo de

macrofagos, donde se encontré que IL-1a, IL-6, IL-12 y TNFa fueron producidas

exclusivamente por macréfagos M1 (Figura 9a-d); mientras IL-10 y TGFp, se

detectaron tanto en macréfagos M1 como M2 (Figura 9e-f). Por ello, con la finalidad

de corroborar el fenotipo M2 (anti-inflamatorio), se cuantificé también IL-4, siendo

nula su presencia en macréfagos M1 (Figura 9g). En todos los casos se determind

el perfil de citocinas en sobrenadantes de macréfagos MO como control negativo.
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e Caracterizacion del fenotipo de macréfagos derivados de monocitos de

sangre periférica en pacientes con y sin EICH

Se determiné el fenotipo de superficie de macrofagos en pacientes con y sin EICH,
y se comparo con el observado en donadores. En general, no se encontraron
diferencias significativas de expresion entre pacientes y donadores. En los tres
grupos de estudio se observé mayor expresion de CD86 en macréfagos M1 (Figura
10a); HLA-DR fue significativamente elevada en macréfagos MO de donadores
(p<0.05) que en pacientes sin EICH y con EICH (Figura 10b). CD14, aunque sin
significancia estadistica, se expresé mas en macrofagos M2 de pacientes con EICH
(7,323.8), en comparacion a los de sin EICH (3,222.6), seguido por donadores
(3,073.5) (Figura 10c). Finalmente, CD163 se expresé mas en macrofagos M2 de
pacientes con EICH, mientras que en donadores y en pacientes sin EICH no mostro

ninguna diferencia (Fig. 10d).
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Figura 10. Caracterizacion del fenotipo de macréfagos en pacientes con y sin EICH. (a-b)
Marcadores caracteristicos de macréfagos M1. (c-d) Marcadores representativos de macréfagos
M2. Los macréfagos MO correspondieron a los cultivados sin estimulo. *p<0.05, **p<0.01 (CD86:
donadores M1 vs. M2; HLA-DR: donadores MO vs. M2; CD163: EICH M2 vs. MO y M1). Donadores
n=5. Pacientes sin EICH n=7. Pacientes con EICH n=6. Medias geométricas de fluorescencia +
error estandar de la media.

En el perfil de citocinas de pacientes con y sin EICH, macrofagos M1 secretaron
principalmente citocinas pro-inflamatorias IL-1a, IL-6, IL-12 y TNFa; mientras IL-10
y TGFp fueron detectadas en macrofagos M1 como M2, similar a lo observado en
donadores. Al igual que en los donadores, se cuantificé el nivel de IL-4 para
corroborar el fenotipo M2 anti-inflamatorio, y en efecto su presencia solo se detectd
en macrofagos M2. Los niveles de IL-1a fueron significativamente menores en
pacientes con EICH en relacion con donadores (p<0.05) (Figura 11a). Los
macrofagos de pacientes sin EICH produjeron significativamente menores
concentraciones de IL-6 y TNFa (p<0.0001, Figura 11b, c); pero secretaron elevada
IL-12 en relacion a los otros dos grupos (Figura 11d), ademas, la concentracion de
estas moléculas fue similar entre donadores y pacientes con EICH. El perfil pro-
inflamatorio se amplié con IFNy, cuyo patréon fue comparable a IL-1a (Figura 11e).
Por otra parte, el perfil de IL-10 y TGFB1 fue muy similar, en macréfagos M1
mostraron mayor expresion en donadores, seguido de pacientes sin EICH, y
finalmente con EICH. Mientras que en macrofagos M2, niveles inferiores de citocina
fueron detectados en pacientes sin EICH, en comparacion con donadores y
pacientes con EICH (Figura 12a, b). Finalmente, la inclusion de IL-4 corroboré el
fenotipo anti-inflamatorio de macréfagos M2, su concentracion fue baja en
sobrenadantes de pacientes sin EICH, ademas, entre donadores y pacientes con

EICH los niveles fueron elevados y muy similares entre si (Fig. 12c).
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Figura 11. Citocinas pro-inflamatorias producidas por macréfagos de pacientes con y sin EICH. (a-e)
Citocinas pro-inflamatorias producidas por macréfagos M1. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (IL-1a:
donadores M1 vs. MOy M2, sin EICH M1 vs. M2; IL-6: todos los grupos M1 vs. MOy M2; TNFa: todos los grupos M1
vs. MOy M2; IL-12: sin EICH M1 vs. MO y M2; IFNy: donadores y EICH M1 vs. MO y M2). Donadores n=5. Pacientes
sin EICH n=7. Pacientes con EICH n=6. pg/ml % error estandar de la media.
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DISCUSION

La EICH es un riesgo importante en pacientes con TCPH alogénico. En dicho
proceso intervienen factores clinico-demograficos como edad, compatibilidad de
género, compatibilidad HLA y tipo de acondicionamiento, sin embargo, en este
estudio ninguna de esas variables se asocid con la enfermedad (Tabla 5),
unicamente podria estar implicado el género, incompatibilidad de grupo sanguineo
y dosis de células CD34+. Los pacientes masculinos fueron mas susceptibles a
EICH, esto apoya lo publicado previamente, independientemente del género que
sea su donador, es probable que algun antigeno menor de histocompatibilidad,
codificado exclusivamente en hombres por el cromosoma Y desencadene una
respuesta alo-inmune.’” La incompatibilidad de grupo ABO es controversial, algunos
investigadores reportan que es una variable de riesgo, 77° mientras otros descartan
su implicacion en la EICH;8 en este trabajo se encontrd que la incompatibilidad ABO
tiende a aumentar el riesgo de EICH, lo cual podria deberse a que anticuerpos del
donador reconocen antigenos A o B localizados en endotelio y epitelio del receptor,
promoviendo dafio e inflamacién.”®’® La dosis de células CD34+ fue mayor en
pacientes con EICH, aunque sin ser significativo, seria equiparable con trabajos
previos que reportan que es una variable de riesgo, debido a que altas dosis (>8x108
células/Kg) incrementan el porcentaje de injerto, promoviendo mayor disponibilidad
de células para ser activadas,®'-82 no obstante, para confirmar o descartar las
posibles asociaciones con género, incompatibilidad ABO y dosis CD34+ se tendria
que aumentar el tamafio de muestra. Existen otros factores que influyen en los
pacientes trasplantados para desarrollar EICH, particularmente variantes génicas
situadas en mediadores de inflamacion, por ejemplo, citocinas del sistema

inmunoldgico innato.”®7°

Se sabe que la secuencia del genoma humano es al menos 99.9% idéntica, es decir,
so6lo existe variacion de 0.1% entre individuos, no obstante, es suficiente para que
algunas personas sean susceptibles o no a ciertas enfermedades. Las variantes
génicas mas frecuentes en el genoma son los SNPs.%2 En este trabajo se estudiaron
7 SNPs: IL1A (rs1800587), IL6 (rs1800795), IL10 (rs1800872), IL12A (rs2243123),
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IL18 (rs187238), TNF (rs361525) y TGFB1 (rs1800470); se eligieron aquellos que
pudieran ser funcionales debido a su ubicaciéon en region promotora o exon. La
mayoria de ellos se asocio previamente con la EICH. En poblacion caucasica y
asiatica los SNPs rs1800587, rs1800795, rs1800872, rs187238 y rs361525 se
asociaron con riesgo,> 8384 mientras que rs1800470 fue un factor de proteccion en
poblacion asiatica.b4 66. 70 En poblacién africana, el SNP rs361525 se asocio con
riesgo.8 Finalmente, el polimorfismo rs2243123 no habia sido estudiado
anteriormente en otras poblaciones. Sin embargo, en nuestra cohorte de pacientes
ningun SNP se asoci6 con la EICH (Tablas 6-8), es decir, que portar un alelo u otro,
asi como diferentes genotipos, incluso analizados por modelos de herencia, no
confiere susceptibilidad ni proteccion. Estos resultados se deben a que la
constitucidn genética de nuestra poblacion, en términos de frecuencia alélica, varia
con respecto a la de otras poblaciones (Tabla 4), por lo tanto, es diferente la
participacion de los SNPs sobre el desarrollo de la enfermedad. Los SNPs
estudiados se eligieron en genes de citocinas que involucradas en modular la
capacidad inmunoldgica del injerto en contra del huésped, especificamente estas
citocinas se relacionan con la respuesta de macréfagos M1 y M2, los cuales, se
especula que participan en el inicio, amplificacion y eliminacion del proceso
inflamatorio en la EICH. IL-1q, IL-6, IL-12A, IL-18 y TNFa son pro-inflamatorias y
caracteristicas de macrofagos M1, mientras IL-10 y TGFB1 se relacionan con

macrofagos M2 por ser anti-inflamatorias.®3

Con el fin de analizar su produccion en macréfagos M1y M2, asi como su relacion
con la EICH, en principio se evalud el fenotipo de macréfagos mediante moléculas
de superficie, en todos los analisis se incluyé un grupo de donadores (hermanos de
pacientes trasplantados, HLA compatibles) como medida basal. CD86 fue distintivo
de macréfagos M1 tanto en pacientes como donadores (Figura 10a), lo que indica
su funcién coestimuladora para activar linfocitos T, similar a lo reportado en la
literatura.83 En cambio, HLA-DR se expresé significativamente mas en donadores
que en pacientes, particularmente en macréfagos MO y M1 (Figura 10b); esta
molécula se encuentra en todas las APC profesionales,?’ por lo tanto, el resultado

podria indicar una diferencia en la capacidad de presentar antigenos entre células
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de donadores y pacientes. Por otro lado, en todos los grupos la expresion de CD14
y CD163 fue mayor en macrofagos M2 (Figura 10c, d); la presencia de CD14 en
macrofagos de sujetos sanos ha sido controversial, algunos autores reportan que
es propia del fenotipo M1 por ser correceptor de TLR4 en el reconocimiento de
LPS,88 sin embargo, su expresion en macréfagos M2 podria explicarse porque es
un receptor que se asocia con fagocitosis de células apoptéticas,® actividad
caracteristica del fenotipo M2. En cambio, CD163 es un receptor tipo scavenger que
se asocidé con macrofagos M2, similar a lo reportado anteriormente.®* Una vez
caracterizado el fenotipo de superficie, se procedié a determinar el perfil de
citocinas; en pacientes y donadores la secrecion en macrofagos M1 fue
basicamente de caracter pro-inflamatorio, mientras que en M2 se detectaron
citocinas tanto pro, como anti-inflamatorias, esto concuerda con lo publicado por
otros autores.®* 8 |L-1a e IFNy (Figura 11a, e) mostraron perfiles similares: las
células de pacientes con y sin EICH produjeron menor citocina que lo detectado en
donadores, esto podria ser efecto de la inmunosupresion, cuyo mecanismo de
accion es inhibir la sintesis de algunas citocinas a nivel transcripcional.®® °' Por otra
parte, elevadas concentraciones de IL-6 y TNFa se asociaron con EICH (Figura 11b,
c), ademas, se sugiere que las células de pacientes con EICH en relacion a
pacientes sin EICH son mas competentes para desencadenar inflamacién, ya que
sus niveles fueron similares a lo detectado en donadores, es decir, entre mas
competentes sean los macrofagos, es mas probable desarrollar EICH. Se sabe que
IL-6 y TNFa son estables durante 48 h en sobrenadantes de cultivo,®? 3 por lo tanto,
es poco probable que lo cuantificado en pacientes sin EICH sea por efecto de
degradacion. En contraste, la elevada concentracion de IL-12 podria ser un factor
protector para EICH (Figura 11d), debido a que esta citocina también posee
propiedades anti-inflamatorias,®* o a que de forma dosis-dependiente es capaz de
inducir sobreexpresién de Fas en linfocitos T CD4+ y CD8+, ocasionandoles
apoptosis,®® por lo tanto, habria menos células aloreactivas para desencadenar
enfermedad. Interesantemente, el perfil de IL-12 fue inverso al de IL-6 y TNFa. Al
respecto, TNFa se ha considerado un potente inhibidor a nivel transcripcional de la
subunidad IL-12 p40;% un mecanismo similar podria tener IL-6 sobre la expresion
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de IL-12. Con base en ello, se sugiere que los macrofagos de pacientes con EICH,
altamente capaces de producir TNFa, inhiben la produccion de IL-12 haciendo que
se encuentren susceptibles o poco protegidos para desarrollar la enfermedad. Por
otra parte, en todos los grupos las moléculas anti-inflamatorias IL-10 y TGFB1 fueron
secretadas por macréfagos M2, sin embargo, también por macréfagos M1 (Figura
11f, g), esto es debido a que su plasticidad les permite modificar su fenotipo de
acuerdo a su microambiente, en este caso, la elevada concentracién de TNFa en
sobrenadantes de macrofagos M1 pudo haber desencadenado un balance,
induciendo la sintesis simultanea de citocinas anti-inflamatorias, de hecho
recientemente se report6 que TNFa, incluso el LPS estan involucrados en la
induccién de IL-10 a nivel transcripcional en monocitos estimulados in vitro.®” Una
vez presente IL-10 en los sobrenadantes pudo estimular la sintesis de TGFB1.
Particularmente, la produccion de IL-10 y TGFB1 en macréfagos M1 fue ligeramente
mayor en pacientes sin EICH; esto podria indicar que a pesar de su estimulo pro-
inflamatorio, tienen mas capacidad o predisposicion para la respuesta anti-
inflamatoria, lo que contribuye a que no presenten la enfermedad. En cambio, la
secrecion de IL-10 y TGFB1 en macréfagos M2 fue mayor en pacientes con EICH,
es decir, que ante un estimulo anti-inflamatorio, sus células son capaces de
responder adecuadamente, como lo hacen los macrofagos M2 de donadores,
sugiriendo que las células de pacientes con EICH son mas eficientes para regular

procesos inflamatorios.

Finalmente, se midio la concentracion de IL-4 para confirmar el fenotipo M2 (Figura
11h), se observé que niveles elevados se asocian con el desarrollo de la
enfermedad, aunque podria ser indicio de la diferente funcionalidad celular para
responder ante determinados estimulos. En resumen, existe marcada diferencia en
los perfiles de citocinas entre los grupos de estudio, un dato importante es que los
macrofagos M1 y M2 de pacientes con EICH son mas pro-inflamatorios y anti-
inflamatorios, respectivamente, en comparacion a los de sujetos sin EICH. Ademas,
los macréfagos M1 y M2 de pacientes con la enfermedad son funcionales, ya que
en general responden a estimulos dados, similar a los donadores. En cambio, al

parecer las células de pacientes sin la enfermedad son menos eficientes para



57

producir citocinas, incluso al ser estimuladas con moléculas pro-inflamatorias
(macréfagos M1), conservan la expresion de citocinas anti-inflamatorias. Estos
hallazgos de expresion podrian ser debidos a diferencias en variantes génicas entre

pacientes.

Los SNPs estudiados en este trabajo no tuvieron implicacién en la enfermedad,
incluso se hizo un analisis para relacionar genotipos con concentracion de citocinas
(datos no mostrados), aunque el tamafno de muestra limitd la parte estadistica,
descriptivamente al parecer ningun genotipo influye en el nivel de proteina. Sin
embargo, es probable que otros SNPs o haplotipos regulen la expresion de estas

moléculas, y asi participen en el desarrollo de EICH.



58

CONCLUSIONES

La presencia de polimorfismos en IL1A (rs1800587), IL6 (rs1800795), IL12A
(rs2243123), IL18 (rs187238), TNF (rs361525), IL10 (rs1800872) y TGFB1
(rs1800470) no se encuentran asociados con susceptibilidad o proteccion a
EICH.

Los macrofagos M1 de pacientes con EICH expresan significativamente mas
IL-6 y TNFa. Ademas, su perfil de expresion de citocinas en general es similar
al de donadores clinicamente sanos, lo cual sugiere que los macréfagos son
igual de inmunocompetentes para responder a estimulos pro- y anti-
inflamatorios, caracteristica que no se observa en células provenientes de

pacientes libres de EICH.
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PERSPECTIVAS

Existen diferencias en la expresion de citocinas pro-inflamatorias por macréfagos
M1 entre pacientes trasplantados con y sin desarrollo de EICH, particularmente en
IL-6, TNFa e IL-12, esto sugiere la importante participacion de estas células en la
EICH. La variacion en la expresion de tales citocinas podria ser atribuida a
polimorfismos presentes en dichos genes, para averiguarlo seria necesario
aumentar el numero de muestras en cultivo, con el fin de estudiar estadisticamente
la relacion entre SNP y concentracion de citocina, incluso ampliar el nimero de
SNPs permitiria analizar esta relacion a nivel de haplotipos; ademas, seria

adecuado medir su expresion relativa a nivel de mRNA.

Por otra parte, resultaria interesante cuantificar las mismas citocinas en suero de
pacientes con y sin EICH, con el objetivo de corroborar que su expresion sea un
efecto propiamente biolégico de la enfermedad. Adicionalmente, se podria asegurar
la participacion de macrofagos M1 y M2 mediante un estudio donde se analice su

infiltrado en biopsias de pacientes con la enfermedad.

Finalmente, aunque en este trabajo no fue posible cuantificar IL-18, es necesario
considerar su estudio, ya que es una citocina que podria tener importante
participacion en la enfermedad debido a sus funciones inmunolégicas pro-

inflamatorias.
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