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. INTRODUCCION

Las células madre son una poblaciéon de células indiferenciadas caracterizadas por
proliferar y autorrenovarse, surgen de una sola célula (clonal) y se diferencian hacia
lineas celulares con capacidades y funciones especificas. El objetivo de trasplantar
células progenitoras hematopoyéticas es restaurar la hematopoyesis del paciente
enfermo. Los primeros estudios para el HSCT se realizaron en modelos de ratones
y se demostroé que la infusién de componentes provenientes de una médula 6sea
sana hacia una médula 6sea (MO) mielosuprimida induciria la recuperacién de las

células en el receptor.

Los estudios realizados hasta el dia de hoy sobre las células madre son de gran
utilidad ya que se han utilizado de manera exitosa en pacientes con enfermedades
hematoldgicas, inmunodeficiencias, falla medular y desordenes metabdlicos; sin
embargo, existe un mayor riesgo de mortalidad para aquellas personas que reciben
un trasplante alogénico debido al desarrollo de la enfermedad injerto contra huésped
(EICH). Esta enfermedad puede clasificarse de 2 maneras: la forma aguda que se
presenta entre 30 - 70% y se puede desarrollar en los primeros 100 dias post-
trasplante afectando principalmente la piel, el higado y el tubo gastrointestinal; por
otra parte, las afecciones en el estadio cronico se concentran en uno o varios

organos con mayor intensidad e incluso pueden durar hasta afios.

La fisiopatologia de la EICH es ocasionada por la quimioterapia a altas dosis para
el acondicionamiento el paciente, el cual recibe como preparacion para el trasplante
(trasplante mieloablativo); en los ultimos afos se ha introducido un nuevo tipo de
acondicionamiento de menor intensidad, conocido como no mieloablativo o de
intensidad reducida, estos acondicionamientos inducen dafio tisular junto con
liberacion de citocinas proinflamatorias y patrones moleculares asociados a dafio
(DAMP), generando una mejor presentacion de aloantigenos a las células
presentadoras de antigenos (CPA) que conlleva a la activacién de las células T
CD8+ y CD4+ las cuales, conjunto con los monocitos y macréfagos, empiezan a
secretar mas citosinas culminando en la apoptosis del tejido diana. Las interleucinas

gue se han reportado con un cambio significativo después del HSCT son: IL-13, IL-
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2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-18 TNF-a, INF-y; por tanto, el
objetivo de este trabajo es determinar los cambios en las concentraciones de
interleucinas en pacientes post-trasplantados que recibieron un acondicionamiento
de intensidad reducida y relacionarlas con las interleucinas reportadas en la
literatura asociadas al desarrollo de la EICH.



. MARCO TEORICO

1. Células Progenitoras Hematopoyéticas

Las células progenitoras hematopoyéticas (CPH) forman parte del grupo de células
madre multipotentes, capaces de producir todos los tipos células derivados de una
sola capa embrionaria. Estas células tienen la capacidad de proliferar y diferenciarse

ya sea in vivo o in vitro hacia todos los linajes hematopoyéticos (2).

En su maduracion, las CPH dejan de expresar antigenos en su membrana y
comienzan a producir otros, esto a sido de gran utilidad para caracterizar los
distintos linajes celulares. La deteccion de estos marcadores ha facilitado la
identificacion y aislamiento de grupos celulares particulares. La expresion del
antigeno CD34 es mucho mayor en CPH inmaduras y disminuye progresivamente

a medida que comienzan a diferenciarse a un determinado linaje (3).
1.1. Caracteristicas

Las CPHs poseen tres caracteristicas basicas: la primera de ellas es que son
multipotentes, capaces de generar las 3 lineas sanguineas: linaje eritroide que
genera eritrocitos, la linea leucocitaria que produce 2 linajes; el linfoide, en donde
se encuentran los linfocitos B, T y NK, y el mieloide, que produce basdfilos,
granulocitos y monocitos; la tercer linaje es el megacariocitico, que da origen a
plaquetas. La segunda caracteristica de las CPH es que tienen un alto potencial
proliferativo, es decir, se dividen y producen una gran cantidad de células a lo largo
de la vida. Por ultimo, poseen la capacidad de generar nuevas células madre

idénticas, capacidad conocida como auto renovacion (4).

Las CPH se pueden clasificar en 2 tipos, células a largo plazo, capaces de
autorrenovarse durante toda la vida y reconstituir el sistema hematopoyético cuando
son trasplantadas; y células madre a corto plazo, las cuales se encargan de generar

células progenitoras del linaje linfoide o mieloide en el momento que son requeridas

(4).



1.2. Fuentes de Células Progenitoras Hematopoyéticas

En los primeros afios de vida, la médula 6sea activa (médula roja) se localiza en
todos los huesos. La MO contiene células de origen mesenquimal, como células
endoteliales, fibroblastos, adipocitos y osteoblastos; o puede ser hematopoyético
no-mesenquimal como los macréfagos y las células dendriticas. Estas células
producen y depositan elementos en la matriz extracelular, ademas producen
citocinas que pueden inducir o inhibir la proliferacion y diferenciacion de células

progenitoras (5,6).

La autorrenovaciéon y diferenciacion de las CPH son regulados mecanismos
extrinsecos e intrinsecos en los nichos hematopoyéticos (7), como las interacciones
con los fibroblastos, quienes actuan sobre los procesos de crecimiento y
diferenciacion; otro de estos mecanismos son con las células endoteliales, las
cuales facilitan la migracion de las CPH desde la médula hacia el torrente
sanguineo, por otro lado, los osteoblastos mantienen la hematopoyesis gracias a la
produccion de factores estimulantes de colonias de granulocitos y monocitos (GM-
CSF) permitiendo la adhesion de CPH primitivas (1,8,9).

El nicho hematopoyético esta dividido en tres partes: una zona osteoblastica
conformada por osteoblastos, en donde las CPH se estimulan para proliferar,
madurar y diferenciarse; zona medular de CPH quiescentes donde se producen
factores que inhiben la proliferacion de las CPH y una zona vascular que permite la
salida a la circulacion. Este nicho ademas de suplir de oxigeno a las CPH en
division, produce factores angiogénicos indispensables para el mantenimiento

celular, como el factor de crecimiento vascular endotelial (5,10).

En la zona osteoblastica han sido descubiertas una gran variedad de moléculas de
adhesion celular que favorecen la interaccion de los osteoblastos con las CPH, entre
ellas se encuentra la N-caderina que se expresa tanto en osteoblastos como en las
CPH quiescentes, y la 3-1 integrina que se une a la fibronectina y promueve la

adhesion a las células estromales de la médula 6sea.



2. Trasplante de CPH

EI HSCT es un procedimiento que consiste en infundir CPH sanas para restaurar la
funcionalidad de la médula 6sea, la cual se encuentra dafiada parcial o
completamente debido a enfermedades propias de la médula 6sea o por
consecuencia de una alteracion secundaria. El HSCT se ha propuesto para 2

situaciones fundamentales:

a. Cuando la patologia que afecta la médula 6sea es tratable por medio de la
sustitucion total de las células por la obtencion de un donante compatible.
b. En el caso en que la toxicidad que recibira la medula es un impedimento para

el tratamiento.

Antes de llevar a cabo un HSCT se deben ejecutar una serie de pasos, iniciando
con la seleccion del paciente y su diagnostico para posteriormente elegir el tipo de
trasplante y como se llevara a cabo la recoleccién de las CPH, en base a esto se
determinara el régimen de acondicionamiento a utilizar, se realizaran estudios de
laboratorio donde se estudia la compatibilidad de donador-receptor y otros estudios

pre-trasplante (11).

2.1. Tipos de trasplantes

Dependiendo de el origen de las CPH, los trasplantes pueden ser autélogos o
alogénicos; en el primero, los pacientes reciben sus propias células, recolectadas
previo al acondicionamiento; este tipo de trasplante se lleva a cabo en tumores
sélidos, para linfomas y mieloma multiple (12). En el trasplante alogénico, los
pacientes reciben las CPH de un individuo compatible. Las indicaciones para este
tipo de trasplante son primeramente para leucemias agudas y cronicas,
mielodisplasias y enfermedades no malignas como la aplasia medular, deficiencias
inmunes y trastornos metabdlicos hereditarios (13). Los donadores pueden ser
relacionados, que es generalmente un hermano o uno de los padres. En el caso de
hermanos gemelos, al trasplante se le denomina singénico, y si el donador es el
padre o la madre, se le llama haploidéntico. Cuando el donador no esta relacionado
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con el receptor, las CPH provienen del cordén umbilical o de individuos registrados

en bancos de CPH.

2.2. Acondicionamiento de los pacientes

El fundamento de los esquemas no mieloablativos es la inmunosupresion del
receptor para favorecer el injerto del sistema inmune del donador, reduciendo
ademas la toxicidad (14). El acondicionamiento del HSCT varia en el grado de
mielosupresion e inmunosupresion desde dosis altas de mieloablativos hasta
acondicionamiento de intensidad reducida. Estos regimenes de acondicionamiento
también pueden provocar complicaciones a corto y largo plazo, como dafo
multiorganico, mucositis, necesidad de transfusiones frecuentes de glébulos rojos y
plaquetas, infertilidad y neoplasias malignas secundarias (15). La eleccion del
acondicionamiento de intensidad reducida depende de factores del huésped, como
la edad, la disfuncion del sistema organico, el indice de comorbilidad especifico del
trasplante de células hematopoyéticas, la puntuacion de la evaluacion de la
mortalidad previa al trasplante, el riesgo de enfermedad, la profilaxis de la

enfermedad injerto contra huésped y las caracteristicas del injerto del donante (16).

Los regimenes de acondicionamiento mieloablativos incluyen agentes alquilantes,
inhibidores de la sintesis de ADN y/o irradiacion corporal total que pueden tener el
doble propésito de tratar trastornos malignos. Para los pacientes con enfermedad
no maligna, los objetivos de los regimenes no mieloablativos son prevenir el rechazo
de las células del donante y abrir nichos de médula de suficiente magnitud y
duracion para tratar la enfermedad subyacente mientras se minimiza la
toxicidad (17).

2.3. Recoleccion de CPH

Las CPH se obtienen de diversas fuentes como la MO, sangre periférica y de sangre
de cordén umbilical. Para identificar, aislar y cuantificar la poblacion de CPH se
utiliza el marcador de linaje CD34, el cual se encuentra expresado en células

formadoras de colonias y en CPH de linaje linfoide y mieloide (18, 19).



Las células madre de la médula ésea se obtienen mediante multiples punciones,
principalmente en ambas crestas iliacas posteriores, seguido de las anteriores y en
otros casos, del fémur y esternén. Estas punciones se efectian bajo anestesia
general ya que permite un procedimiento mas comodo tanto para el medico como
al paciente. La duracién habitual de una aspiracién de médula ésea es de 2 a 3
horas y el volumen aspirado es entre 10-20 ml por Kg de peso del donador o

receptor (11,20).

Las CPH de la sangre periférica se recolectan actualmente y cada vez con mayor
frecuencia por medio de leucoaféresis utilizando procesadores celulares
automatizados, con la meta de obtener al menos 2.5 x108 células CD34+/Kg de

peso del receptor (21).
3. Respuesta inmune al trasplante de CPH

Existen varias fases en la alorespuesta que involucra tanto a los linfocitos T como a
las células Natural Killer del donante interactuando con células especificas del
receptor; en la fase inicial o de induccion, las células CD8+ y CD4+ del donante
interactian con antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase |
que se encuentra en todas las células nucleadas, y clase Il, presente en las CPA
del receptor. La sefal dada por el CMH a través de los receptores de células T y de
las células CD3+, CD4+ 6 CD8+, constituyen la primera sefal para la activacion de
las células T, se requiere una segunda sefial derivada de las moléculas co-
estimuladoras CD80 y CD86 sobre las CPA para llevar a cabo la proliferacion. En la
segunda fase las células T proliferan bajo la influencia de la IL-2 e IL-12 para
finalmente llevara a cabo la fase efectora donde las células T aloactivadas
interactuaran con los antigenos en las células dianas del receptor, causando dafio
celular por citotoxicidad mediante la liberacion de perforinas y granzimas (22-24).
Mientras tanto las células NK interactian de manera mas rapida con otras células,
agilizando la respuesta inmune innata del paciente, produciendo asi una sefial para
destruir las células, sin embargo, esta respuesta es mucho menos especifica en
comparacion con la mediada por las células T. Normalmente estas células se
encuentran suprimidas por los receptores KIR, que interactian con las moléculas
8



clase | del sistema HLA de las células diana. Cuando las NK interactian con células
que tienen pérdida de HLA clase | o no son reconocidas como propias, no se

produce la sefial negativa y se liberan las perforinas y granzimas (25-26).

3.1. Enfermedad injerto contra huésped

En 1996, Billinham formulé 3 requisitos necesarios para la presencia de EICH:

1. Células del donador inmunoldégicamente competentes.

2. Falta de capacidad del receptor para destruir o inactivar las células del

donador.
3. Falta de expresion de antigenos en las células del donador y que si estén
presentes en el receptor

Los principales 6rganos blancos de la EICH son la piel, higado e intestinos (27). La
fisiopatologia de EICH generalmente se puede considerar en 3 fases. En la fase 1,
la quimiorradioterapia de acondicionamiento induce dafo tisular y la liberacion de
citocinas inflamatorias como la IL-6, factor de necrosis tumoral (TNF) alarminas
(box-1, IL-1q, IL-33) y moléculas que reconocen patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMP) las cuales mejoran la presentacién de aloantigenos por parte de
las CPA del huésped. En la fase 2, las células T CD8+ y CD4+ del donante
trasplantado reconocen los aloantigenos presentados dentro de HLA clase |y I,
respectivamente, se activan, se expanden y se diferencian en células T
efectoras. En la fase 3, las citocinas como el IFN-y, TNF, IL-2, IL-17 secretadas por
células T efectoras diferenciadas y fagocitos (incluidos monocitos y macrofagos)
contribuyen a la apoptosis del tejido diana (13,16, 28).
El sindrome de injerto es una complicacién asociada al trasplante de células madre
hematopoyéticas que se observa tanto en trasplantes autélogos como alogénicos,
se caracteriza por la presencia de fiebre no infecciosa, diarrea, erupcién cutanea,

infiltracion pulmonar, edema pulmonar y alteracion de la funcion hepatica y renal.
3.2. Papel de las interleucinas para deteccién de la EICH aguda.

Las interleucinas proinflamatorias juegan un rol como mediadores de la EICH,

especialmente IL-1, IL-6, TNF e IFN-y (30). La IL-1 fue de las primeras interleucinas

9



en estudiarse en EICH, en estudios realizados a lo largo del tiempo se ha probado
que el bloqueo de IL-1 reduce el grado de EICH en general por lo que respalda el

papel de esta citosina en la fisiopatologia de la enfermedad.

Kennedy y col. reportaron bajas incidencias de EICH agudo grado 2 a 4 en pacientes
que recibieron un acondicionamiento de intensidad reducida con fludarabina y
melfalan, junto con aquellos que recibieron irradiacion corporal total y una terapia
con tolcilizumab, un anticuerpo monoclonal capaz de atenuar la EICH aguda. La IL-
6 es la principal interleucina detectable y desregulada después de un HSCT
alogénico. Por otra parte, Gong y col. demostraron que la deficiencia de IL-17 en el
injerto, promovid significativamente la respuesta de las células T ademas de
aumentar la permeabilidad intestinal y elevar la produccion de otras citosinas
proinflamatorias como IL-1 y TNF-a, induciendo asi la EICH; caso contrario, la

sobreexpresion de esta interleucina mejoré la EICH. (31).

El proceso de reconstitucion inmune, incluyendo el desarrollo de tolerancia
inmunoldgica, esta influenciado por las citocinas IL-2, IL-7 e IL-15, que son
reguladores principales de la expansion homeostatica periférica de células T CD4+ y
CD8 + (33, 34). Kielsen y col. (35) demostraron que los niveles elevados de IL-7 e
IL-15 estan fuertemente asociados con el numero de células T temprano después
del HSCT y con una expansion de células T de memoria mas tarde después del

trasplante.

Se sugiere que las interleucinas pueden ser biomarcadores en la prediccion de
complicaciones posteriores al trasplante relacionadas con la aloreactividad y la
EICH por lo que en este trabajo se realizara un inmunoensayo basado en perlas
magnéticas para medir la concentracion de las interleucinas IL-183, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-15, IL-17, IL-22 y TNF-a, correlacionando los resultados obtenidos con
los datos clinicos posteriores al HSCT.
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. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Como se modifican los niveles de interleucinas séricas en pacientes que recibieron
un trasplante de hematoprogenitores de la sangre periférica después de un régimen

de condicionamiento de intensidad reducida?

IV. JUSTIFICACION

Es de gran importancia investigar los cambios en la concentracion de las diferentes
interleucinas que se producen en la etapa posterior al trasplante de células
hematopoyéticas después de administrar un régimen de condicionamiento de
intensidad reducida a pacientes con enfermedades hematologicas debido a que
pueden reflejar la magnitud de los cambios en el sistema inmune con dicho
esquema, y estar asociados al desarrollo de complicaciones posteriores al

procedimiento.
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V. HIPOTESIS

Los niveles séricos de interleucinas proinflamatorias correlacionan con la respuesta
clinica del paciente al trasplante ambulatorio posterior al régimen de

condicionamiento de intensidad reducida.
VI. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Determinar los cambios en la concentracion de interleucinas séricas en
pacientes adultos que se sometieron a un trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Documentar los valores de interleucinas en suero antes y después del
trasplante de células progenitoras hematopoyéticas con un régimen de
condicionamiento de intensidad reducida en pacientes sometidos al
trasplante alogénico o autélogo.

e Analizar la relacidon entre los cambios en la concentracion sérica de
interleucinas pre y postrasplante y el desarrollo de EICH aguda en el
trasplante alogénico.

e Correlacionar los cambios en los niveles séricos de interleucinas y las

complicaciones infecciosas e inmunoldgicas postrasplante.

VIl. DISENO METODOLOGICO

7.1. Material y métodos
Se llevé a cabo un estudio prospectivo analizando los cambios en la concentracion
de interleucinas en suero a partir de muestras recuperadas de estudios de
laboratorio realizados a los pacientes adultos que fueron sometidos a HSCT en el
Servicio de Hematologia del Departamento de Medicina Interna del Hospital
Universitario Dr. José Eleuterio Gonzéalez y Facultad de Medicina de la Universidad

Auténoma de Nuevo Leodn, en el periodo agosto 2023 a junio 2024.
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Se recolectaran 3 muestras por paciente: la primera previa al trasplante, la segunda
dentro del lapso de 3 a 14 dias después de la infusion de células y la tercera al mes
de seguimiento, estas seran almacenadas en un ultracongelador a -80°C ubicado
en el area de pruebas moleculares. Los datos del expediente clinico de los
donadores seran utilizados a lo largo de todo el protocolo y por medio de un
consentimiento verbal, se le pedira al paciente el permiso de utilizar su suero para

la realizacion de este protocolo.

7.2.Tamafo de la muestra y pacientes.
Para calcular el tamafio de muestra se utilizé la formula para poblacion finita
utilizando los datos de trasplantes que se llevaron a cabo en el servicio de
hematologia durante el 2022, con un aproximado de 10% de pérdidas y un nivel de

confianza del 95%.

N =82
Nivel de confianza = 95%

Proporcién esperada de perdidas = 10%
NxZZxp *q
e2*(N-1)+Z3*p*q

n = Tamafo de muestra buscado

=

N = Tamafio de la poblacion

Z = Parametro estadistico que depende el nivel de confianza,
e = Error de estimacion maximo aceptado

p = Probabilidad de éxito

g = Probabilidad de fracaso

El tamafio estimado de muestra es n= 45 pacientes/afo, en total se incluyeron 47
pacientes los cuales seran divididos en grupos dependiendo si se sometid a un

trasplante autélogo o alogénico.
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7.3. Criterios de inclusién y exclusién

Seran analizadas muestras de suero en pacientes mayores de 18 afios aprobados
para recibir un trasplante autélogo o alogénico y recibieron un acondicionamiento
de intensidad reducida en el Servicio de Hematologia. Seran excluidos aquellos
pacientes que se realizaron un trasplante, pero no tuvieron seguimiento el Servicio
de Hematologia y aquellos que fallecieron antes de los 30 dias post infusion

también, por ultimo, se excluiran pacientes menores a 18 afos.

7.4. Analisis de las muestras.
e Human Procartaplex Mix&Match 10-plex (Cat# PPX-10-MXRWGWG6)

El ensayo consta de microesferas magnéticas marcadas con fluorocromo recubierto
con un anticuerpo de captura IgG especifico contra cada una de las interleucinas a
estudiar. Previo al ensayo se dejaran descongelando las muestras a 4°C para evitar
la degradacion de la actividad biologica de las interleucinas a temperatura ambiente;
una vez descongeladas se aplicara un ligero vortex para posteriormente
centrifugarlas por 10 minutos a 10,000 x g con el fin de remover las particulas del
suero que puedan interferir con el ensayo, ademas, se prepararan los reactivos WB
1X 'y UAB 1X (Anexo 1), asi como el Mix de estandares (Anexo 2) y las diluciones

seriadas correspondientes (Anexo 3).

En una placa de ELISA de 96 pocillos se agregaran 50ul de las perlas, después se
colocara en una placa magnética (Cat# EPX-55555-000) para realizar un lavado
(Anexo 4). Al término de este se agregaran 25ul de UAB 1X a cada pocillo, seguido
de 25uL de las diluciones seriadas de los estandares y las muestras de suero en
sus respectivos lugares de acuerdo a la hoja de trabajo (Anexo 5). La placa sera
cubierta con un plastico protector y colocada en un agitador para placas durante 30
minutos a 600 rpm x minuto a temperatura ambiente, posteriormente se incubara
toda la noche a 4°C, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Pasando el
tiempo de incubacion de las interleucinas con las perlas, se agitara la placa otros 30
min y se realizaran 2 lavados mas. Al término de estos, se agregaran 25uL de
anticuerpo biotinilado (Lot. 401870-000) y se dejara mezclando 30 minutos a
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temperatura ambiente, se realizaran otros 2 lavados. Después de que las
interleucinas sean capturadas por la microesfera cubierta con un anticuerpo
biotinilado, la muestra se incubara con 50uL de estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE)
(Lot. 378527-000), la cual es una molécula informadora, por 30 minutos mas.
Finalmente se realizaran 2 lavados mas para desechar el reactivo sobrante y se
agregaran 120uL de buffer de lectura (Lot. 23072860) a cada pocillo y se agitaran
durante 5 minutos, las muestras estaran listas para ser procesadas en el Luminex
donde las microesferas pasaran rapidamente hacia un rayo laser que excita los
fluorocromos, marcando las microesferas que contiene el numero de la IL; un
segundo laser excita la molécula indicadora de ficoeritrina. Finalmente, el
procesamiento informatico identifica cada microesfera marcada con ficoeritrina en
el sistema Luminex individual y cuantifica los resultados del bioensayo en base a
las sefales de la fluorescencia. Se determinara la concentracién de IL a través del
software Luminex IS y los resultados seran expresados en picogramos sobre mililitro
(pg/mL). Una vez que se hayan procesado las muestras, estas seran desechadas

en los contenedores de Residuos Peligrosos Bioldgicos-Infecciosos (RPBI)
e Instrumento Luminex

El sistema Luminex interroga los granulos individuales por citometria de flujo. El
sistema de fluidos del lector alinea los granulos en una sola fila a medida que entran
en una corriente de liquido envolvente y después en una celda de flujo. Cuando los
granulos estan en una sola fila de la celda de flujo, cada granulo se analiza
individualmente para buscar el color del granulo (analito) y la intensidad de la sefal
del ensayo (intensidad de fluorescencia de PE). Esta tecnologia establecida

garantiza la captura de todos los datos.

Los laseres tienen sensibilidad para detectar cantidades muy pequefnas de analitos.
El lector utiliza un laser verde de 532 nm (laser «de ensayo») para excitar el tinte de
PE del ensayo (estreptavidina-PE). El Iaser de estado sélido de 635 nm (laser rojo
«de clasificacion») se utiliza para excitar los tintes dentro de los granulos y
determinar su «color» o «regidon». También se utiliza para la discriminacion de
dobletes por dispersion de la luz. El sistema DR-SE xMapR INTELLIFLEX incluye
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un laser adicional de indicador violeta (405 nm) que es capaz de medir hasta dos

parametros por region de granulos.
7.5. Analisis estadistico

Para analizar los datos obtenidos se utilizé el paquete estadistico SPSS v.27 Se
realizara el analisis descriptivo, obteniendo la media, la desviacion estandar,
medianas y rangos de acuerdo a la distribucion de las variables calculado con la
prueba de chi cuadrada. Las diferencias entre los grupos se analiz6 con la prueba
t-Student para variables paramétricas y para pruebas no paramétricas se utilizo la
prueba de U de Mann-Whitney para comparar los resultados séricos de las
interleucinas antes y después del trasplante como también sera utilizada para
comparar el grupo de pacientes autdlogos con los alogénicos. Un valor de p<0.05
sera tomado como estadisticamente significativo. Dentro de las variables
cualitativas se encuentran tipos de trasplante (Autélogo o Alogénico), presento o no
EICH y el suministro de aféresis plaquetarias o paquetes globulares posterior al
trasplante. La unica variable cuantitativa sera el resultado de la cuantificacion de las

interleucinas en suero expresados con la unidad pg/mL.
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7.6. Diagrama de trabajo
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VIll. RESULTADOS

l. Obtencion de datos y muestras.

El numero total de pacientes que se sometieron a un HSCT en el Servicio de
Hematologia del Hospital Universitario Dr. José E. Gonzalez de la UANL fueron 47,
sus datos clinicos previos y posterior al trasplante fueron recopilados de su
expediente clinico, tanto fisico como electrénico, asi como de bitacoras de visitas a
toma de muestra y transfusiones de plaquetas. Se recolectaron un total de 3
muestras por paciente: la primera, previa al acondicionamiento y al trasplante, la
segunda, posterior a la infusion de CPH, entre un lapso de 3 a 10 dias habiles, y la
tercera, al mes de seguimiento post-trasplante. Las muestras fueron recuperadas
de remanentes de suero utilizados para los estudios pre-trasplante del donador y de
perfiles bioquimicos como seguimiento; al final de la jornada laboral, estas se
traspasaron de los congeladores a -30°C hacia los ultra congeladores a -70°C donde
fueron separadas en bolsas especificas por fecha de muestreo (PRE, POST, 1 MES)
y se mantuvieron ahi hasta el dia de su procesamiento con el fin de mantener la

actividad biolégica de las interleucinas.
Il Analisis de las interleucinas.

El analisis de las interleucinas se llevdé a cabo con el kit Human Procartaplex
Mix&Match 10-plex de la empresa Thermo fisher, personalizado con las 10
interleucinas: IL-1B3, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-15, IL-17, IL-22, TNF-a. La
conjugacion de un anticuerpo especifico a un granulo distinto permite el analisis de
las 10 interleucinas en un solo pocillo (Figura 1, A). Después, las muestras se
mezclaron con los conjuntos de granulos; una vez dada la union de las perlas con
las IL se anadieron anticuerpos de deteccion marcados con fluorescencia
(ficoeritrina) especificos de los analitos de interés, formando un sandwich de
antigeno-anticuerpo. C) Al término del ensayo, la placa es leida en el Luminex 200
donde un laser clasifica el tipo de granulo para determinar la IL que se detecta,
mientras que un segundo laser determina la magnitud del analito enlazado (sefal

derivada de PE). D) El equipo genera una grafica donde se observa la curva de los
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estandares, asi como una tabla con las concentraciones esperadas y el resultado

obtenido.
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Figura 1. Ensayo Procartaplex

A) Anticuerpos de captura estan unidos a granulos Luminex que estan tefiidos internamente, el TNF-a se captura
a través de la region 77. B) formacion del complejo antigeno-anticuerpo. C) Lectura del ensayo por los laseres en
el equipo Luminex D) Resultado de la curva de los estandares.

No existen valores de referencia especificos para las IL por lo que la dilucién seriada
de los estandares permite tener un limite de cuantificacion diferente para cada
analito; estos fueron los resultados: IL-1B3, <1.721; IL-2, <6.104; IL-4, <10.62; IL-6,
<9.473; IL-7, <0.696; IL-8, <1.782; IL-15, <2.979; IL-17, <2.1; IL-22, <23.535, TNF-
a, <6.152. Debido a que la concentracion del estandar 7 para las interleucinas IL-
1B, IL-4, IL-6, IL-17, IL-22 y TNF-a no fue lo suficientemente bajas, el equipo no
logro arrojar resultados cuantitativos para estas respectivas interleucinas por lo que
con las interleucinas restantes se procedié a realizar las comparaciones entre sus
respectivas variables clinicas representadas en las siguientes tablas (Tabla 1, 2, 3,
4) Se utilizé la prueba estadistica U de Mann-Whitney para evaluar las asociaciones
los niveles de citocinas y los resultados clinicos, los resultados demostraron que el

género del donador, el tipo de trasplante y las transfusiones realizadas no estan
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relacionadas con los cambios en las concentraciones de interleucina 2, 7, 8 y 15 ya

qgue no hay diferencias significativas (p <0.05).

TABLA 1. VARIABLES CLINICAS DE LOS PACIENTES RESPECTO A LA IL-2

POST IL-2 POST IL-2 MES IL-2 MES IL-2
FACTORES
<6.104 >6.104 <6.104 >6.104

sxo

Masculino 16 14 14 16

Femenino 9 7 10 6

Valor de . 311
TRASPLANTE

Autologo 9 10 9

Alogénico 12 14 13

Valor de . 959

TRANSFUSIONES |
Sin transfusiones 6 6 3
Plaquetas + PG 2 5 3

Aféresis plaquetarias 13 13 16



TABLA 2. VARIABLES CLINICAS DE LOS PACIENTES RESPECTO A LA IL-7
POSTIL-7  POSTIL-7  MESIL-7 MES IL-7
FACTORES <0.696 >0.696 <0.696 >0.696

SEXO

| sexo

! 29 2 28

0 16 0 16

463 295

I
TRASPLANTE

0 19 0 19

! 26 2 25

402 230

| TRANSFUSIONES

0 9 0 9

! 7 ! 7

0 29 ! 28

TABLA 3. VARIABLES CLINICAS DE LOS PACIENTES RESPECTO A LA IL-8
POST IL-8 POST IL-8 MES IL-8 MES IL-8
FACTORES <1.782 >1.782 <1.782 >1.782

SEXO

-

23 9 21
Femenino 1 15 7 9
Valor de p 0.150 356
TIPO DE

TRASPLANTE

Masculino

N

15 7 12
Alogénico 4 23 9 18
Valor de p 587 ..808

TRANSFUSIONES

Autologo

Sin transfusiones 0 9 3 6
Plaquetas + PG 2 6 3 5
Aféresis plaquetarias 6 23 10 19

2

[



TABLA 4. VARIABLES CLINICAS DE LOS PACIENTES RESPECTO A LA IL-15
POSTIL-15 POSTIL-15  MESIL-15 MES IL-15
<2.979 >2.979 <2.979 >2.979

FACTORES

SEXO
Masculino 18 12 22 8
Femenino 11 5 10

Valor de p
TIPO DE
TRASPLANTE
Autologo
Alogénico
Valor de
TRANSFUSIONES
Sin transfusiones
Plaquetas + PG
10

Aféresis plaquetarias 21 19

Para analizar la concentracion de las interleucinas antes y después del trasplante y
su relacion con el EICH se utilizé la prueba estadistica T de Student (p <0.05). Se

observé un aumento de la concentraciéon de las interleucinas 2 (p<0.007), 7

)

p<0.001) y 15 (p<0.027) al mes de haber recibido el trasplante en aquellos
pacientes que desarrollaron algun tipo de EICH, esto podria estar relacionado con
la propia funcién de las interleucinas, ya que todas participan activamente en la
activacion, maduracion y proliferacion del linaje linfoide; particularmente, la IL-2
promueve la actividad citotéxica mediada por linfocitos T y células NK, asi como el
desarrollo de células LAK (células asesinas activadas por citocinas), que juegan un

papel muy importante en el desarrollo de esta enfermedad (Figura 2).
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Figura 2. Aumento de niveles de interleucinas 2, 7 y 15 (IL-2, IL-7, IL-15) en pacientes con
Enfermedad Injerto Contra Huésped (EICH).



IX. DISCUSION.

En este trabajo se buscO determinar los niveles de interleucinas séricas en
pacientes que recibieron un HSCT con un régimen de condicionamiento de
intensidad reducida, a partir de sangre periférica movilizada, y evaluar si los cambios
en su concentracion estan asociados con las diferentes variables clinicas. El perfil
de citosinas analizado se baso en la recopilacidén de informacidn de varios estudios
donde reportaban cambios en sus niveles séricos, algunos de estos estudios
compartian caracteristicas con el nuestro y otros fueron desarrollados con diferente
metodologia, o aplicado a un grupo distinto, sin embargo, estos fueron tomados en

cuenta como punto de comparacion para nuestros resultados.

Cada interleucina desempenfa un papel diferente dentro de la respuesta inmune o
trabaja en conjunto con otras para generar una respuesta mas amplia y eficiente,
en el caso de las IL-1B, IL-6 y TNF-qa, son producidas tanto por monocitos como por
macrofagos, conocidas como citosinas proinflamatorias debido a que inducen la
liberacién de histamina y reactantes de fase aguda con el fin de combatir
principalmente infecciones bacterianas por medio del aumento de temperatura del
cuerpo. Los niveles de estas 3 interleucinas estuvieron por debajo del limite de
cuantificacion por lo que no se logroé realizar un analisis estadistico especifico. Por
otra parte, estos datos podrian indicar que nuestros grupos de pacientes no generan
una respuesta inmune tan potente contra infecciones bacterianas asociadas a la

leucopenia post trasplante, conduciendo a la baja produccion de estas interleucinas.

La IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15 estan fuertemente relacionadas con la respuesta inmune
humoral y celular. La IL-2 juega un amplio papel en toda la respuesta inmune, tanto
celular como humoral; sobre los linfocitos B estimula su crecimiento e incrementa la
expresion de moléculas de MHC clase I, por otra parte, esta citocina es la principal
promotora de la actividad citotoxica de las células T y NK. A la par de esta
interleucina, se encuentra la IL-15 que posee caracteristicas similares a las de la IL-
2. La IL-7, por su parte, es secretada por células estromales de la medula dsea
promoviendo la maduracion de progenitores pro y pre B a linfocitos B maduros en
la medula 6sea, y de linfocitos T inmaduros en el timo, ademas de esto colabora en
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conjunto con la IL-15 para la diferenciacion y proliferacion linfocitaria. Kielsen y col.
obtuvieron resultados donde indican que la elevacién temprana de IL-7 e IL-15
posterior al trasplante esta relacionada a la linfopenia causada por el régimen
mieloablativo, ademas de esto la IL-15 se encontr6 elevada en condiciones
inflamatorias. Se observé un aumento en las concentraciones séricas de la IL-2, IL-
7 e IL-15 al mes de seguimiento post-trasplante en el grupo de pacientes que
desarrollé EICH, confirmando que el proceso de reconstitucion inmune, incluyendo
el desarrollo de tolerancia inmunoldgica, esta influenciado por las citocinas IL-7 e
IL-15. Gong y col. proporcionaron la primera evidencia de que la IL-17C puede
regular la respuesta inmune y la patogénesis de la EICH aguda, funcionando como
marcador prondstico, sin embargo, en nuestro estudio no se logré evidenciar esto
debido a las bajas concentraciones, se necesitaria realizar un estudio exclusivo para

pacientes con EICH para confirmar mas a fondo estos resultados.
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X.

CONCLUSION.
En esta tesis se demostr6 que después de un HSCT con condicionamiento de
intensidad reducida las ILs 4, 17, 22 y TNF-alfa se elevaron, las ILs 1, 2, 6 y 15
mantuvieron valores normales, mientras que las ILs 7 y 8 disminuyeron su
concentracion en suero.
La medicién de las interleucinas antes del HSCT empleando un esquema de
intensidad reducida, y una modalidad ambulatoria después del mismo puede
dar resultados predictivos que contribuyan al seguimiento de los pacientes,
como se ha demostrado en diferentes estudios con regimenes mieloablativo,
ya sea como marcadores pronosticos, como es el caso del desarrollo de la
EICH, o como seguimiento a la reconstitucion de las células del sistema
inmune, principalmente linfocitos y neutrdéfilos asi como la recuperacion
plaquetaria post trasplante, o que puede dar informacién mas precisa sobre si
estos valores se ven influenciados por los diferentes factores clinicos. Los
resultados obtenidos en este protocolo sugieren que en una fase subsecuente
del estudio es importante establecer fechas especificas para la toma de
muestra en ambos grupos de estudio, incluyendo los dias exactos de
recuperacion mieloide y plaquetaria, asi como los dias de internamiento y ante

los primeros signos de EICH.
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XIL.

ANEXOS.

Anexo 1. Preparacion de reactivos

a) Wash Buffer 1X (WB)

©NOOA

Llevar a temperatura ambiente el WB 10X.
Dar vortex durante 15 segundos.
Mezclar 20mL del WB 10X (Lot 23096369) con 180mL de agua destilada.
Mezclar gentilmente evitando formar burbujas.
Almacenar de 2° — 8°C hasta 6 meses.

b) Universal Assay Buffer 1X (UAB) (Lot. 23107549)

1. Llevar a temperatura ambiente el UAB 10X.

2. Mezclar 10mL del UAB 10X con 90mL de agua destilada
3. Mezclar suavemente evitando formar burbujas
4.

Almacenar de 2° — 8°C hasta 30 dias.

NOTA: La dilucion solo aplica cuando el UAB se encuentre al 10X

Anexo 2. Preparacion del Mix de estandares

1.
2.
3.
4.

5.
6.

7.

Centrifugar cada vial de estandar (Estandar Mix A Lot. 344248-000,
Estandar Mix B Lot. 344248-000) a 2000 x g por 10 segundos.

Agregar 50uL de UAB 1X a cada vial.
Dar vortex a altas velocidades durante 30 segundos.
Centrifugar a 2000 x g por 10 segundos para llevar el contenido al fondo del

vial.

Incubar a 4°C por 10 minutos para una completa reconstitucion.

Mezclar el contenido de todos los viales en uno solo y llevar a 250uL con

UAB 1X.

Dar vortex al Mix de estandares a altas revoluciones por 10 segundos.

NOTA: El volumen final de 250uL dependera del numero de viales que vengan
en el kit.

# Estandares

Reconstitucion
de cada vial

50uL
50uL
50uL
50uL
50uL

abh wWwbN =

Volumen del
pool de
estandares
50 pL
100 pL
150 pL
200 uL
250 yL

Volumen de
UAB 1X para
agregar
200 uL
150 pL
100 pL
50 uL
0L

Anexo 3. Preparacion de diluciones seriadas del estandar

Volumen final

250 L
250 L
250 L
250 L
250 uL
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Rotular 8 microtubos (Std1, Std2, Std3, Std4, Std5, Std6, Std7, Blanco)
Agregar 200uL del Mix de estandares al Std1.

Agregar 150uL de UAB 1X al Std2 — Std7 y Blanco.

Transferir 50uL de Std1 a Std2

Mezclar por pipeteo 10 veces

Transferir 50uL de Std2 a Std3 usando una nueva pipeta

Mezclar por pipeteo 10 veces

Repetir estos pasos para los tubos Std4 — Std7 cambiando de pipeta entre
cada dilucion.

9. Mantener las diluciones en refrigeracion hasta su uso.

NGO AWN -

NOTA: Los estandares reconstituidos no pueden almacenarse.

Transfer 200 pL

50 uL 50 pL 50 L 50 pL 50 pL 50 pL

& — <
std 1 std 2 std 3 std 4 stds stde std7 Use Assay Buffer
or Cell Culture
a Medium
Antigen
Standard for Background

Vial

Anexo 4. Lavados de placa

1. Colocar la placa sobre el magneto y esperar 2 minutos permitiendo el
asentamiento de las perlas magnéticas en el fondo.

2. Remover el liquido invirtiendo la placa rapidamente sobre un contenedor de

desechos.

Secar la placa dando ligeros golpeteos sobre toallas absorbentes.

Agregar 150uL de WB 1X a cada pocillo y esperar 30 segundos

Remover el liquido invirtiendo la placa rapidamente sobre un contenedor de

desechos.

Secar la placa dando ligeros golpeteos sobre toallas absorbentes.

Quitar la placa del magneto.

ok ow

N o
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Anexo 5. Diseio de la placa

Std1
Std2
Std3
Std4
Std5
Std6
Std7
Blanco

Std1
Std2
Std3
Std4
Std5
Std6
Std7
Blanco

1
2
3
4
5
6
7
8

g
10
11
12
13
14
15
16

17
18
19
20
21
22
23
24

25
26
27
28
29
30
31
32

33
34
35
36
37
38
39
40

41
42
43
44
45
46
47
48

49
50
51
52
53
54
95
56

57
58
59
60
61
62
63
64

65
66
67
68
69
70
71
72

73
74
75
76
77
78
79
80
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