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Índice

AGRADECIMIENTOS vii
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1.5. Polimorfismo KIR y diversidad genética en poblaciones humanas . . . . . . . . . . . 10
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5. Legaz, I., Bolaŕın, J. M., Navarro, E., Campillo, J. A., Moya, R., Pérez-Cárceles, M. D.,
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M. V., Cabañas-Perianes, V., Garćıa-Garay, C., Bolarin, J. M., Blasco-Mogorrón, A., Muro,
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laŕın, J. M., Botella, C., Salgado, G., Mart́ınez, P., Sánchez-Bueno, F., López-Hernández,
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25. Blanco-Garćıa, R. M., López-Álvarez, M. R., Garrido, I. P., Salgado-Cecilia, G., Campillo,
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A. (2011). CD28 and KIR2D receptors as sensors of the immune status in heart and

liver transplantation. Human Immunology, 72 (10), 841-848. https://doi.org/10.1016/

j.humimm.2011.06.004
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Resumen

Las células NK (Natural killer) son un componente fundamental de la inmunidad innata,

formando una primera ĺınea defensiva frente a infecciones, además de jugar un papel importante

en la lucha contra células tumorales. Son capaces de lisar células infectadas o tumorales sin

necesidad de que se haya producido una sensibilización previa y sin que intervenga el MHC

(Major Histocompatibility Complex ). Su función está modulada por un balance entre varios

receptores activadores e inhibidores, entre los que se encuentran los receptores KIR (Killer-

cell immunoglobulin-like receptor), glicoprotéınas codificadas por una familia de genes en el

cromosoma 19q13.4 que se expresan en la superficie de las células NK y en algunos subgrupos de

células T, regulando su función mediante interacción con las moléculas HLA (human leukocyte

antigen).

Múltiples estudios han evidenciado que los genes KIR, como mediadores de la respuesta

inmune, juegan un papel en diversos aspectos del trasplante hepático, como el rechazo, la sepsis,

o la recidiva de infecciones v́ıricas, además de estar asociados a una mayor incidencia de ciertas

formas de cáncer e infecciones v́ıricas en enfermos de cirrosis alcohólica. Por otra parte, los genes

KIR muestran un alto grado de polimorfismo, derivada de la evolución molecular forzada por la

interacción con multitud de patógenos a lo largo del generaciones, encontrándose correlación con

las sucesivas migraciones humanas. Como resultado, las distintas poblaciones humanas muestran

una gran variabilidad tanto a nivel genético como alélico, pudiendo ser de utilidad en estudios

antropológicos.

Por todo ello, esta tesis pretende, contribuir a dilucidar el papel de los genes KIR en la

evolución y desenlace del trasplante hepático y su interacción con otros factores, tanto cĺınicos

como moleculares, que puedan intervenir, aśı como a enriquecer la información antropológica y

epidemiológica asociada a los genes KIR en poblaciones caucásicas, para que sirva de utilidad

en estudios de susceptibilidad cĺınica y de antropoloǵıa forense.





Abstract

NK (Natural Killer) cells are a key component of innate immunity, forming a first line of

defense against infections, as well as playing an important role in the fight against tumor cells.

They are capable of lysing infected or tumoral cells without prior sensitization and without MHC

(Major Histocompatibility Complex) involvement. Their function is modulated by a balance

between several activating and inhibitory receptors, among which are the KIR receptors (Killer-

cell Immunoglobulin-like Receptor), glycoproteins encoded by a family of genes on chromosome

19q13.4 that are expressed on the surface of NK cells and in some subgroups of T cells, regulating

their function by interaction with HLA molecules (Human Leukocyte Antigen).

Multiple studies have shown that KIR genes, as mediators of the immune response, play a

role in various aspects of liver transplantation, such as rejection, sepsis, or viral relapse, as well as

being associated with a higher incidence of certain forms of cancer and viral infections in patients

with alcoholic cirrhosis. On the other hand, KIR genes show a high degree of polymorphism,

derived from the molecular evolution forced by the interaction with a multitude of pathogens

throughout the generations, finding correlation with successive human migrations. As a result,

different human populations show a great variability both at genetic and allelic level, which can

be useful in anthropological studies.

Therefore, this thesis aims to contribute to elucidate the role of KIR genes in the evolution

and outcome of liver transplantation and its interaction with other factors, both clinical and

molecular, that may intervene, as well as to enrich the anthropological and epidemiological infor-

mation associated with KIR genes in Caucasian populations, to be used in clinical susceptibility

studies and forensic anthropology.





CAṔITULO 1

Introducción

Ha trascurrido más de un siglo desde que Karl Landsteiner descubriese en el año 1900 los

grupos sangúıneos ABO mediante ensayos de hemaglutinación [Owen 00], marcando el inicio del

estudio de la variación genética humana mediante ensayos inmunogenéticos. A lo largo de la

primera mitad del siglo XX el empleo de técnicas electroforéticas permitió el estudio de otros

ant́ıgenos de los glóbulos rojos, además de alozimas [Mourant 76]. También se encontraron nota-

bles diferencias entre individuos para otras moléculas participantes en la respuesta inmunitaria,

como las inmunoglobulinas, que presentan variación alot́ıpica [Grubb 56, Steinberg 81], o los

ant́ıgenos leucocitarios humanos (Human Leucocyte Antigen, HLA) [Dausset 58], que muestran

un elevado grado de polimorfismo en la región de unión a péptidos. Los genes KIR (Killer-

cell Immunoglobulin-like Receptor) también presentan un complejo polimorfismo, tanto por los

distintos alelos como en el número de genes presentes en cada individuo [Middleton 10b].

A d́ıa de hoy se conocen más de 350 patógenos en todo el mundo (Gideon Online, consul-

tado en http://www.gideononline.com en abril de 2015), habiendo existido muchos más en la

antigüedad y que están ya extintos. Y también cada año se producen epidemias estacionales

de gripe, favorecidas por la alta mutabilidad del virus que la provoca. A la vista de esto, no

debe sorprender el grado de polimorfismo alcanzado por los genes que codifican las moléculas

involucradas en la respuesta inmunitaria, causado por la presión ejercida por multitud de agen-

tes infecciosos que han favorecido la diversidad a través de la selección natural. Por ejemplo,

los glóbulos rojos reconocen diversos patógenos mediante ant́ıgenos que actúan como receptores

(como Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum o Toxoplasma gondii), por lo que juegan un

papel importante en la susceptibilidad o la resistencia a enfermedades. En el caso de P. vivax, el

alelo nulo se ha seleccionado en algunas regiones, pero no en otras, lo que permite a los glóbulos

rojos escapar a la infección [Horuk 93]. Asimismo, la prevalencia de la heterocigosis ha podido

contribuir a la diversidad alélica del HLA, ya que se sabe que algunos alelos de HLA están

asociados a una mayor resistencia frente a enfermedades fatales, por ejemplo la asociación de

HLA-B*27, HLA-B*51 y HLA-B*57 con una mejor prognosis del SIDA [Kawashima 09].

Por otra parte, al estudiar estos polimorfismos desde la perspectiva de la genética de pobla-

ciones se ha observado que sus patrones de diversidad genética a nivel mundial tienden a mostrar

cierta estructuración geográfica. Al realizar árboles filogenéticos se diferencian las poblaciones

http://www.gideononline.com
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de los distintos continentes, siendo la posición de África la principal controversia, ya que bien

queda segregada junto a Europa formando un “grupo occidental” separado de un “grupo orien-

tal” conformado por Asia, América y Oceańıa [Cavalli-Sforza 99], o bien queda separada del

resto de continentes [Cavalli-Sforza 94]. Esta observación indica que probablemente la selección

natural no fue la única fuerza motriz de la evolución de los polimorfismos, sino que la historia

de las migraciones humanas también contribuyó a su diversidad genética. De ah́ı el interés en

utilizar estos sistemas inmunogenéticos como herramienta para reconstruir la historia de las

poblaciones humanas. Ahora, tras muchas décadas recopilando información poblacional sobre

estos polimorfismos y analizando su variación a diferentes escalas geográficas, podemos evaluar

la trascendencia de estos estudios en la investigación antropológica.

Existen tres sistemas inmunogenéticos que han contribuido significativamente al estudio de

las poblaciones humanas: el sistema de anticuerpos de la inmunoglobulina G (IgG), los ant́ıgenos

HLA, y los receptores KIR. Representan el pasado (IgG), presente (HLA) y futuro (KIR) de

este campo [Sanchez-Mazas 11a], debido a que se han empleado técnicas distintas de tipaje

para analizarlos (seroloǵıa para IgG, seroloǵıa y tipaje molecular para HLA, y tipaje molecular

para KIR), y a que el conocimiento sobre su diversidad en las poblaciones humanas está en

distinto estado de desarrollo (exhaustivo para IgG, cada vez más completo para HLA, y en sus

albores para KIR). Esta tesis se centra en el estudio de los genes KIR, que están fuertemente

asociados funcionalmente con las moléculas HLA de clase I y presentan un amplio rango de

genotipos, proporcionando información valiosa para dilucidar la historia y la geograf́ıa de los

genes humanos, aśı como su salud [Cook 03, Toneva 01a, Uhrberg 02, Witt 99a].

1.1. LOS GENES KIR

Los receptores KIR (Killer-cell Immunoglobulin-like Receptors) pertenecen a la superfamilia

de la inmunoglobulina (Ig) que se expresan en la superficie de la mayoŕıa de las células NK y en

algunas de las células T de memoria y efectoras en humanos, e interaccionan con las moléculas

HLA (Human Leukocyte Antigen) de clase I. Además de en humanos, se encuentran en primates

[Khakoo 00a] y en bóvidos [McQueen 02], pero parecen estar ausentes en roedores.

Las moléculas KIR son glicoprotéınas de tipo I codificadas por una familia de genes alta-

mente polimórficos y estrechamente relacionados que se encuentran en la región LRC (Leukocyte

Receptor Complex ) en el cromosoma 19q13.4 (Figura 1.1) [Baker 95, Dupont 97, Wende 99]. El

LRC comprende alrededor de 1 Mb y contiene familias de genes que codifican receptores con

dominios extracelulares tipo Ig [Canavez 01]. Los genes KIR se disponen secuencialmente, con

una separación de 2 kb entre śı, conteniendo cada gen entre 10 y 16 kb [Wilson 00a], por lo que

la familia completa ocupa unos 150 kb del LRC. Además de los loci KIR, el LRC incorpora genes

que codifican otros miembros de la superfamilia de las Ig, como ILT (Ig-like transcript), LAIR

(leukocyte-associated Ig-like receptor), FcαR (Fc receptor for Ig A) y el receptor de citotoxicidad

natural NKp46. Los loci KIR están flanqueados por ILT en la parte centromérica y por FcαR

en la telomérica.

Hasta el momento se han identificado 17 genes y pseudogenes KIR, incluyendo 2DL1, 2DL2,

2DL3, 2DL4, 2DL5, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 3DS1, 2DP1, 3DP1
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Figura 1.1 – La región LRC (Leukocyte Receptor Complex, complejo de receptores leucocitarios)

es una región de ≈1 Mb de tamaño en el cromosoma 19q13.4, que contiene los genes ILT (Ig-like

transcript), LAIR (leukocyte-associated Ig-like receptor), KIR, FcαR (Fc receptor for Ig A) y el

receptor de citotoxicidad natural NKp46. Los genes 3DL3, 3DP1, 2DL4 y 3DL2 (en negro) son

genes constitutivos, presentes en prácticamente todos los individuos [Borrego 02]. Fuente: IPD-KIR

[Robinson 13].
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KIR1D, que presentan hasta 601 alelos distintos (www.allelefrequencies.net, consultado el 19 de

marzo de 2023). Cualquier secuencia KIR que difiera en más de un 2% de la secuencia consenso

aceptada para el gen será considerada como un alelo de dicho gen [Carrington 03b].

1.1.1. Nomenclatura

El HGNC (Human Genome Nomenclature Commitee) se encarga de asignar y aprobar la

nomenclatura de los genes KIR. El nombre de cada gen depende de la estructura de las moléculas

que codifican, comenzando con el acrónimo KIR seguido de un sufijo que describe a la dicha

molécula. El número de dominios Ig extracelulares se indica con 2D para dos dominios o 3D

para tres dominios. Las letras S o L indican si tienen una cadena citoplasmática corta (Short)

o larga (Long) en la región intracelular, y P si se trata de un pseudogén. Finalmente, un código

numérico indica el alelo que codifica la protéına con la estructura descrita.

Existen dos tipos de moléculas KIR: las inhibidoras y las activadoras. Aquellas con cade-

nas citoplasmáticas larga L poseen dos dominios ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-Based Motif )

capaces de transmitir señales inhibidoras [Long 99]. Por el contrario, las que poseen cadenas cito-

plasmáticas cortas S carecen de dichos dominios ITIM, teniendo en su lugar residuos aminoácidos

transmembrana cargados, que interactúan con protéınas activadoras del ciclo citotóxico celular

[Vivier 97].

KIR2DS1 es un ejemplo de receptor activador que contiene dos dominios Ig y una cadena

citoplasmática corta, mientras que KIR3DL1 es un receptor inhibidor con tres dominios Ig y

una cadena citoplasmática larga. 2DL4 es un receptor inusual, ya que posee propiedades tanto

activadoras como inhibidoras, al poseer dos dominios extracelulares Ig y una cadena larga que

contiene un único ITIM, aśı como residuos transmembrana cargados. Los genes KIR2DP1 y

3DP1 se consideran pseudogenes o genes silenciosos porque no se suele detectar su RNA en las

células mononucleadas de la sangre periférica [Wilson 00a].

1.1.2. Estructura

Los exones que codifican cada dominio de la molécula KIR se disponen como sigue: los

primeros dos exones codifican el péptido transmisor; los exones 3-5 cada uno de los tres dominios

Ig (D0, D1 y D2, respectivamente), los exones 6 y 7 la región de unión y a región transmembrana,

respectivamente; y los dos últimos exones codifican la cola citoplasmática.

KIR2DL1, 2DL2, 2DL3 y todos los genes 2DS son genes tipo 1, y poseen una organización

similar a KIR3D, codificando moléculas KIR con tres dominios Ig. Sin embargo, el exón 3 es

un pseudoexón que se elimina por splicing, produciendo por tanto una protéına que carece del

dominio D0. KIR2DL4 y 2DL5 son genes de tipo 2, que carecen de exón 4 y que generan protéınas

sin dominio D1. KIR3DL3 es similar a otros genes KIR3D, pero carece del exón 6.

El pseudogén KIR2DP1 posee una estructura similar a los genes tipo 1, pero carece de

los exones 6, 7, 8 y 9. Algunos alelos de KIR3DP1 carecen del exón 2 además de los exones

www.allelefrequencies.net
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6-9, mientras que otros contienen los exones 1-6. Estos últimos produciŕıan protéınas inca-

paces de funcionar como receptores de membrana, pudiéndose secretar al medio extracelular

[Gomez-Lozano 02].

1.2. LOS LIGANDOS DE LOS GENES KIR

Las moléculas HLA de clase I, tanto clásicas como no clásicas, son los ligandos más impor-

tantes de los genes KIR. Estas moléculas participan en la defensa adaptativa anti-patogénica

presentando péptidos a las células efectoras del sistema inmune. Los receptores KIR presentan

especificidad hacia HLA tanto a nivel de locus como de alelo [Lanier 96], aunque la expresión de

KIR no se ve modulada por los ligandos HLA de clase I, al estar segregados en dos cromosomas

distintos [Becker 03]. Sin embargo, se ha comprobado que las moléculas HLA de clase I pueden

educar a las células NK [Johansson 05].

1.2.1. Genes KIR inhibidores

Los ligandos más importantes de los KIR inhibidores son las moléculas HLA-C. Se dividen

en dos grupos, en función del aminoácido de la posición 80 de la hélice α1 de la molécula

HLA. KIR2DL2 y 2DL3 interactúan directamente con los alotipos HLA-C del grupo 1, que

incluyen C*01, *03, *07, *08, *12, *13, *14, *15:07 y *16:01, caracterizados por la presencia de

asparagina en la posición 80 (Asn80). KIR2DL1 interactúa con los alotipos HLA-C del grupo

2, que incluyen C*02, *04, *05, *06, *07:07, *12:04, *15, *16:02 y *17, caracterizados por la

presencia de lisina en posición 80 (Lys80) [Colonna 95a, Moretta 93]. Se conoce la estructura

cristalina de la interacción entre las moléculas HLA-C y algunos genes KIR, como 2DL1 [Fan 97],

2DL2 [Boyington 01, Snyder 99], y 2DL3 [Maenaka 99]. La molécula KIR interacciona mediante

los dominios D1 y D2 directamente con las hélices α1 y α2 del HLA-C, aśı como al péptido

al que se encuentra unido, que también juega un papel importante en la interacción con KIR

[Boyington 01, Mandelboim 97, Young 02].

Existen más alelos HLA que receptores KIR, y el mismo receptor KIR puede reconocer varios

alelos HLA, al reconocer los residuos que se conservan dentro de las regiones polimórficas. La

especificidad de KIR frente a determinados alotipos de HLA dependen del residuo en la posición

44 [Boyington 01]. KIR2DL1, que tiene metionina (Met) en posición 44, reconoce los alotipos

con lisina (Lys) en posición 80, mientras que KIR2DL2, que tiene lisina (Lys) en posición 44,

no reconoce las moléculas HLA-C con lisina en posición 80. Por el contrario, reconoce aquellas

con asparagina (Asn) en posición 80.

KIR3DL1 reconoce espećıficamente a los alotipos HLA-Bw4 (Figura 1.2) [D’Andrea 95,

Gumperz 95], caracterizados por un residuo de isoleucina (Ile) en posición 80. Los genes que

expresan Bw4 incluyen HLA-B*13, *15:13, *15:16, *15:17, *27, *37, *38, *44, *47, *49, *51,

*52, *53, *57, *58, *59, A*23, *24, *25, y *32. KIR3DL2 interactúa con algunos alotipos HLA-

A, como *03 y *11 [Valiante 97a]. KIR2DL4, el único que posee caracteŕısticas tanto inhibidoras
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Figura 1.2 – Los receptores KIR inhibidores de las células NK reconocen las moléculas HLA de clase

I en otras células. La ausencia de las moléculas HLA-C correspondientes en la célula diana induce la

activación de la célula NK. KIR2DL2 y 2DL3 reconocen los alelos HLA-C caracterizados por Asn80,

como Cw3. KIR2DL1 reconoce los caracterizados por Lys80, como Cw4. KIR3DL1 reconoce los alelos

HLA que expresan el eṕıtopo serológico Bw4. Fuente: IPD-KIR [Dupont 04].

como activadoras, reconoce probablemente HLA-G [Cantoni 98, Rajagopalan 99], que se expre-

san en trofoblastos humanos. Los ligandos de KIR2DL5 y KIR3DL3 se desconocen hasta el

momento.

1.2.2. Genes KIR activadores

Al contrario de con los genes KIR inhibidores, aún se desconoce mucho sobre los ligandos

espećıficos de los activadores. Aunque las secuencias extracelulares de ambos tipos de receptores

son muy parecidas, sus ligandos aún no se han podido determinar con exactitud. Por ejemplo,

aunque KIR3DS1 tiene un dominio de unión a péptidos muy similar al de KIR3DL1, no hay

evidencias de que este receptor activador comparta la especificidad con Bw4 del inhibidor. Lo

mismo ocurre con KIR2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4 y 2DS5. Asimismo, los receptores activadores

tienden a mostrar una menor afinidad por sus ligandos que los inhibidores [Vales-Gomez 99,

Vales-Gomez 98]. Aunque KIR2DS1 y 2DS2 muestran in vitro cierta afinidad por HLA-C2 y

HLA-C1 respectivamente, aún no se tiene evidencia del efecto fisiológico de esta unión. Se

especula que los receptores activadores podŕıan ser espećıficos de HLA cuando los niveles de

moléculas de clase 1 son altos, o que podŕıan reconocer moléculas distintas a las del HLA, como

péptidos derivados de patógenos o ant́ıgenos virales [Lanier 01].
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Tanto los genes KIR activadores como los inhibidores se expresan en las células NK y en

algunos tipos de células T [Colonna 95b, Wagtmann 95]. Sus correspondientes receptores se ex-

presan de manera clonal, regulando la expresión de cada gen, de manera que en cada clon se

expresa un número determinado de receptores [Long 99, Valiante 97a]. El conjunto de receptores

que se expresan depende principalmente del genotipo KIR, con poca o nula influencia del HLA

[Miller 01, Shilling 02b], de forma que se puede expresar un KIR sin que esté presente su ligando

HLA y viceversa. Los patrones de expresión de receptores KIR en un individuo son muy hete-

rogéneos, variando tanto su número como su combinación, generando distintos subconjuntos de

células NK con diferentes especificidades frente a HLA de clase I. Pese a ello, se ha propuesto la

existencia de un proceso de educación que modifica la especificidad de las células NK al aparecer

una nueva molécula de HLA de clase I [Johansson 05].

Lo mismo ocurre con las células T, que también muestran una distribución clonal en los

patrones de expresión de sus receptores KIR [Vely 01]. Alrededor del 5% de las células T de

memoria CD8+ en sangre periférica expresan genes KIR [Mingari 96]. Las moléculas KIR que

se expresan en las células T pueden regular funciones como la secreción de citocinas y la citólisis

celular [Mingari 98].

Todas las células NK de un individuo expresan al menos un gen KIR, y cada gen KIR se

expresa en alguna célula NK. Los genes KIR inhibidores inducen tolerancia, mientras que los ac-

tivadores contribuyen a la eliminación de células infectadas. Todos los genes del repertorio KIR

de las células NK se expresan con excepción de los pseudogenes KIR3DP1, 2DP1 y probable-

mente 3DL3 [Valiante 97b]. Un proceso de selección, de mecanismo aún desconocido, garantiza

que cada célula NK expresa al menos un gen inhibidor espećıfico para las moléculas de HLA de

clase I propias del individuo, pudiendo o no expresar un receptor activador.

La familia de genes KIR es muy diversa y evoluciona rápidamente. A nivel de haplotipo,

presenta una considerable diversidad, tanto en términos de número de genes presentes y su

distribución [Uhrberg 97, Wilson 00b, Yawata 02a], como de polimorfismo alélico para cada

gen KIR [Gardiner 01, Rajalingam 01, Selvakumar 97, Shilling 98, Steffens 98], además de que

cada célula NK de un mismo individuo tiene su propio repertorio de receptores KIR. Como

consecuencia de todo ello, la probabilidad de que dos individuos no emparentados posean los

mismos KIR es muy baja.

La diversidad genot́ıpica o haplot́ıpica, caracterizada por el conjunto de genes de un indivi-

duo, determina la respuesta espećıfica de sus células NK, mientras que el polimorfismo alélico

afecta generalmente a los niveles de expresión de un determinado KIR, y modifica el umbral de

detección de las moléculas de HLA de clase I en las células diana [Uhrberg 05].

Hasta la fecha se ha determinado la secuencia genética de 110 perfiles KIR, y se han descrito

muchos haplotipos derivados de estudios familiares [Carrington 03a]. Estas cifras se incrementan

constantemente conforme se van estudiando más individuos y más familias.
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1.3.1. Polimorfismo alélico

La mayoŕıa de loci KIR tienen múltiples alelos, que presentan diferencias incluso en las

regiones que codifican los residuos que afectan a la unión con las moléculas HLA. Hay tres pares

de genes que se comportan como alelos, apareciendo en el mismo locus y en la misma posición en

distintos haplotipos: KIR3DS1 y 3DL1 [Gardiner 01]; KIR2DL2 y 2DL3 [Crum 00, Witt 99b];

y KIR2DS4 y KIR1D [Hsu 02a]. Anteriormente se hab́ıa sugerido que KIR2DS4 y 2DS1 pod́ıan

ser alelos [Uhrberg 97], pero se comprobó que eran genes distintos que ocupaban loci diferentes

[Norman 01, Wilson 00b]. KIR1D es una variante de 2DS4 que apareció como consecuencia

de una deleción de 22 bp, provocando la pérdida del segundo dominio extracelular Ig (D2)

[Hsu 02b]. Se denominó KIR1D por el alto grado de similitud que presentaba con la secuencia

de aminoácidos del gen KIR1D del mono rhesus, pudiendo tratarse de ortólogos funcionales.

El polimorfismo alélico en los KIR se puede producir por recombinación desigual, dupli-

cación, entrecruzamiento desigual, splicing alternativo, o mutaciones puntuales [Dohring 96,

Khakoo 00b, Martin 04, Shilling 98]. Todos estos mecanismos contribuyen a la diversificación de

los haplotipos KIR.

1.3.2. Diversidad haplot́ıpica

Se han definido dos grupos de haplotipos KIR, denominados A y B, mediante genotipaje

por PCR y análisis de RFLP (restriction frangment length polymorfism), que se diferencian por

la presencia de un residuo HindIII de 24 kb al realizar una hibridación Southern [Uhrberg 97].

Un haplotipo se clasifica como tipo A si contiene los loci KIR2DL1, 2DL3, 2DL4, 2DS4, 3DL1,

3DL2, 3DL3, 2DP1 y 3DP1. Estos haplotipos carecen de otro gen activador aparte del 2DS4,

y aunque no vaŕıan en su contenido de genes, śı que lo hacen en la distribución alélicas que

presentan [Shilling 02a].

Los haplotipos del grupo B, por el contrario, poseen más de un gen activador, incluyendo

varias combinaciones de KIR2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5, 3DS1 y 2DS4, pudiendo contener entre

dos y cinco genes activadores. Los haplotipos de este grupo muestran mucha variabilidad en

términos de número de genes, pero menor en términos de polimorfismo alélico que los del grupo

A.

Pese a la notable variabilidad de los haplotipos KIR tanto en número de genes como en su

combinación, hay tres bloques compartidos por todos ellos: KIR3DL3 en el extremo centromérico,

KIR3DP1 (3DP1*00302 en los haplotipos A y 3DP1*002 en los B) y KIR2DL4 en la parte central

de clúster de genes, y KIR3DL2 en el extremo telomérico. Se denominan genes estructurales o

framework genes, y el número de genes KIR presentes entre éstos es variable [Wilson 00b].

Según un modelo alternativo, los haplotipos KIR están compuestos de dos mitades separadas,

la parte centromérica que está flanqueada por KIR3DL3 y 2DL4, y la telomérica entre KIR2DL4

y 3DL2 [Hsu 02a]. La parte centromérica se caracteriza por la presencia de KIR2DL2 o 2DL3,

pero no ambos, y casi nunca ninguno. Cuando 2DL2 está presente suele encontrarse apareado

con 2DS2, mientras que 2DL3 suele aparearse con el tŕıo 2DP1, 2DL1 y 3DP1 [Hsu 02b]. La
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parte telomérica se caracteriza por la presencia de KIR3DL1 o 3DS1, siendo muy poco frecuente

que no aparezca ninguno. Hay dos tipos de partes teloméricas, la corta y la larga, que incluyen

combinaciones de genes KIR distintas. La parte telomérica corta está caracterizada por la pre-

sencia de KIR3DL1, conteniendo además 2DS1, 2DS4 o KIR1D, con 3DL2 en el extremo. Por

el contrario, KIR3DS1 caracteriza la parte telomérica larga, incluyendo también 2DL5, junto a

2DS3 o 2DS5, y seguido por 2DS1, 2DS4 o KIR1D, terminando con KIR3DL2 [Hsu 02a]. La

mayoŕıa de los haplotipos investigados hasta la fecha encajan dentro de esta descripción, excepto

algunos muy infrecuentes que podŕıan explicarse por fenómenos de recombinación, duplicación

o inversión.

Por otro lado, el desequilibrio de ligamiento (linkage disequilibrium o LD) es la asociación

no aleatoria de alelos en loci genéticamente relacionados. Algunos loci KIR están en fuerte

desequilibrio de ligamiento, tanto en la parte telomérica como en la centromérica [Shilling 02b].

Por lo general, el desequilibrio es más fuerte cuando los loci KIR están muy próximos entre śı,

por lo que es mucho mayor dentro de las regiones centromérica o telomérica que entre dichas

regiones [Hsu 02a, Shilling 02a].

Al comparar distintas poblaciones humanas en términos de frecuencias de genes y haplotipos

KIR se observa una alta especificidad y una considerable divergencia entre distintos grupos

étnicos. La frecuencia relativa de haplotipos A y B es prácticamente la misma en todas las

poblaciones caucasianas [Hsu 02a], mientras que en algunas poblaciones predomina el haplotipo

A, como en los japoneses [Yawata 02a] o los coreanos [Whang 05], y en otras predomina el B,

como entre los aboŕıgenes australianos [Toneva 01b]. Una posible explicación para esta diversidad

es que el ratio de haplotipos A y B se diferenció tras la separación geográfica de estas poblaciones

y la subsecuente selección diferencial causada por los desaf́ıos inmunológicos locales a los que se

enfrentaron.

1.4. CONTRIBUCIÓN DE LA INMUNOGENÉTICA A LOS ESTUDIOS ANTROPOLÓGI-

COS

El sistema inmunogenético de los genes KIR representa una muy pequeña fracción del ge-

noma humano, restringida a un único cromosoma, mientras que otros tipos de técnicas, co-

mo el estudio de microsatélites, los polimorfismos de nucleótido simple (SNPs), o las nuevas

técnicas de secuenciación masiva de DNA proporcionan información del genoma al completo

[Jakobsson 08, Rosenberg 02]. Por ello, el estudio de sistemas inmunogenéticos proporcionaŕıa

una información limitada de la diversidad genómica humana. A esto hay que añadir que los

marcadores inmunogenéticos están sometidos a selección natural al jugar un papel instrumental

de la respuesta inmunitaria, lo que en principio puede limitar su capacidad de reconstruir la

historia de las poblaciones humanas modernas.

Sin embargo, el estudio de otros tipos de material genético restringido a una pequeña región

del genoma, como el ADN mitocondrial o el cromosoma Y, han resultado muy útiles en la recons-

trucción de la filogenia de la especie humana [Chiaroni 09, Ingman 00]. Además, la evolución no

neutral del polimorfismo genético puede tornarse en una ventaja, al proporcionar información
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complementaria de la evolución humana, como los cambios de adaptación ambiental. Del estu-

dio de los sistemas inmunogenéticos (incluyendo KIR) se obtienen cinco conclusiones que son

congruentes con las de otros marcadores genéticos [Sanchez-Mazas 11b].

1. La mayor parte de la diversidad genética es intra-poblacional, mientras que la diversidad

inter-poblacional contribuye mı́nimamente. 2. La mayor diversidad genética se encuentra en las

regiones del África oriental, lo que es compatible con la hipótesis sobre los oŕıgenes humanos

aceptada en la actualidad. 3. Los nativos de América y Oceańıa presentan las menores tasas de

polimorfismo. 4. Existe una fuerte relación entre variación genética y geograf́ıa. 5. Se encuentra

paralelismo entre la diferenciación genética y la cultural, encontrándose correlación, por ejemplo,

con las lenguas.

Por todo esto, los marcadores inmunogenéticos son una herramienta de utilidad antropológi-

ca, pese al efecto de la selección natural.

1.5. POLIMORFISMO KIR Y DIVERSIDAD GENÉTICA EN POBLACIONES HUMA-

NAS

1.5.1. Naturaleza y función de las moléculas KIR

Las células NK son una parte fundamental del sistema inmunitario innato, constituyendo

entre el 5% y el 15% del total de células mononucleadas en la sangre periférica [Blum 07],

que pueden secretar citocinas y quimiocinas, aśı como acabar con células dañinas [Lanier 08].

Cuando la expresión de HLA de clase I se ve disminuida por infecciones v́ıricas o transformaciones

celulares malignas, las células pueden volverse resistentes frente a la histólisis por linfocitos T

citotóxicos. Pero estos niveles de expresión aberrantes de moléculas de clase I pueden a su vez

inducir que las células NK las destruyan espontáneamente, hipótesis que se denominó missing-

self o pérdida de lo propio [Ljunggren 90]. Las células sanas no se ven atacadas porque expresan

el ligando apropiado para un receptor inhibidor que porta la célula NK. Al contrario de lo que

ocurre con los linfocitos T citotóxicos, las células NK usan un amplio espectro de receptores que

pueden inducir señales activadoras o inhibidoras. La combinación de ambas señales determina

el comportamiento de la célula NK [Lanier 05].

En humanos, la función de las células NK viene determinada por una familia de receptores

polimórficos denominados KIR que se encuentra en el complejo de receptores leucocitarios, en el

cromosoma 19q13.4 [Vilches 02]. Se han identificado 14 receptores KIR, que inducen inhibición

(3DL1-3, 2DL1-3, 2DL5) o activación (3DS1, 2DS1-5) de la respuesta inmunitaria, o incluso una

mezcla de ambas (2DL4). El HLA-C es el principal ligando de los receptores KIR inhibidores

[Colonna 97]. 3DL1 se liga con el eṕıtopo serológico Bw4, que está presente en el 40% de los

alotipos HLA-B y en algunos HLA-A (HLA-A23, -A24, -A25 y A32) [Thananchai 07]. Se ha

demostrado que KIR3DL2 reconoce algunos alotipos HLA-A (HLA-A3 y -A11), aunque aún no

se conocen las interacciones espećıficas de este receptor [Pende 96]. 2DL4 liga a HLA-G, que son

moléculas no clásicas de clase I espećıficas de trofoblastos, induciendo la producción de interferón

γ [Moffett-King 02].
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Figura 1.3 – Los haplotipos KIR tienen un contenido de genes muy variable. La figura muestra

6 haplotipos KIR. El 1 pertenece al grupo A, los restantes son del grupo B. Los genes framework

se representan con fondo negro, los activadores en gris, y los inhibidores en blanco. KIR2DP1 y

KIR3DP1 son pseudogenes que no codifican ningún receptor funcional.

Los genes KIR que están presentes en cada haplotipo son sustancialmente diferentes (Figura

1.3). A d́ıa de hoy se conocen más de 30 haplotipos KIR distintos [Hsu 02a], que se clasifican en

dos grupos, A y B. Cuatro de los genes KIR están presentes en todos los haplotipos (KIR2DL4,

3DL2, 3DL3 y 3DP1), y se denominan genes framework o constitutivos [Wilson 00b]. Los ha-

plotipos del grupo A tienen un contenido fijo de genes (KIR3DL3, 2DL3, 2DP1, 2DL1, 3DP1,

2DL4, 3DL1, 2DS4 y 3DL2), aunque también muestran diversidad ya que cada gen puede estar

representado por alelos distintos. Los haplotipos del grupo B, por el contrario, tienen un conteni-

do genético variable, incluyendo distintos genes y alelos, algunos de los cuales no se encuentran

en los del grupo A. Por tanto, los del grupo B suelen codificar más KIR activadores que los

del A, que tan solo codifican un receptor activador, KIR2DS4. Los individuos homocigotos para

haplotipos del grupo A solo poseen siete genes KIR funcionales, mientras que los heterocigotos

con un haplotipo A y otro B pueden llegar a poseer los 14 genes KIR funcionales.

La función de los genes KIR inhibidores depende de la presencia de su ligando espećıfico

HLA de clase I. Tanto los genes KIR (en el cromosoma 19q13.4) como los genes HLA (en el

6p21.3) son altamente polimórficos, por lo que la segregación independiente de estas dos familias

de genes no ligados producen una gran diversidad tanto en el número como en el tipo de los

pares KIR-HLA.

Además de la diversidad haplot́ıpica, cada gen KIR muestra un considerable polimorfis-

mo alélico. Hasta el momento se han depositado más de 1500 secuencias KIR en las bases de

datos de GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) y de IPD-KIR (http://www.

ebi.ac.uk/ipd/kir/index.html). Los genes KIR inhibidores suelen ser más polimórficos que

los activadores. Como las secuencias de los distintos genes KIR son muy parecidas es habi-

tual encontrar fenómenos de recombinación, dando lugar a la duplicación de genes en el mismo

haplotipo [Williams 03] o a su supresión, incluso con los genes constitutivos [Traherne 10].

1.5.2. Diversidad de los genes KIR en las poblaciones humanas

Los estudios realizados hasta la fecha de los KIR en distintas poblaciones humanas parecen

indicar en el caso de los genes activadores que la variabilidad inter- e intra-poblacional se debe

principalmente al número de genes presentes, más que a su diversidad alélica. Por el contrario,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.html
http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.html
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aunque la mayoŕıa de personas portan los mismos genes KIR inhibidores, se encuentra un con-

siderable polimorfismo alélico en estos loci. La combinación de polimorfismo alélico y variación

en número de genes portados hace que dos individuos no emparentados casi siempre tengan

distinto genotipo KIR. Además, como los receptores KIR se expresan clonalmente en las células

NK, cada una expresará sólo una porción de los genes de su perfil genético [Valiante 97a]. Este

grado de diversidad refleja probablemente la presión selectiva de los patógenos sobre la respuesta

de las células NK humanas.

Todas las poblaciones humanas estudiadas poseen haplotipos tanto del grupo A como del

B, aunque sus frecuencias vaŕıan considerablemente [Ashouri 09, Single 07, Yawata 02a]. A ni-

vel mundial, alrededor del 30% de las personas son homocigotos para el haplotipo A, aun-

que su frecuencia haplot́ıpica vaŕıa entre un 8% y un 80%. Esta variación haplot́ıpica ha-

ce que hasta la fecha se conozcan más de 600 genotipos KIR distintos en todo el mundo

(http://www.allelefrequencies.net). Sin embargo, la mayor parte de la diversidad encon-

trada se debe a variaciones en la frecuencia de haplotipos comunes. Al estudiar los haplotipos

KIR a nivel mundial se deduce que alrededor del 85% del contenido genético total se puede

explicar con los seis haplotipos de la figura 1.3 [Hollenbach 10], aunque existen notables excep-

ciones, como algunas poblaciones en África y Oceańıa [Denis 05, Single 08], donde se aprecia

una considerable diversidad en el haplotipo B más allá de los representados en la figura 1.3.

Se ha encontrado una relación entre las migraciones humanas prehistóricas y los dos grupos

de haplotipos KIR al realizar un estudio comparativo de varias poblaciones de todo el mundo

[Yawata 02a]. Los pueblos de América [Ewerton 07, Gendzekhadze 06], Australia [Toneva 01b] e

India [Kulkarni 08, Rajalingam 08, Rajalingam 02], que tienen una larga historia de migraciones,

portan una alta frecuencia de haplotipos B. Probablemente, estos pueblos adquirieron genes

activadores para poder enfrentarse a los retos ambientales durante sus migraciones desde África

[Rajalingam 08]. Por el contrario, los pueblos del noreste de Asia, incluyendo China, Japón

y Corea, que se asentaron en latitudes con una temperatura más moderada y con menores

cambios entre verano e invierno, poseen solo haplotipos del grupo A, que expresan un único

gen KIR activador, y en ocasiones ninguno [Jiang 05, Whang 05, Yawata 02b]. Los Africanos y

los Europeos presentan la misma proporción de haplotipos A y B, lo que sugiere una selección

balanceada.

En casi la totalidad de poblaciones estudiadas hasta la fecha se ha encontrado un fuerte

desequilibrio de ligamiento entre todos los genes KIR que se encuentran en la misma región

cromosómica, tanto en la porción centromérica como en la telomérica (que están separadas

por los genes KIR3DP1 y KIR2DL4) [Gourraud 10]. Por ejemplo, considerando todas las po-

blaciones estudiadas en 15th International Histocompatibility and Immunogenetics Workshop

[Hollenbach 10], el LD promedio entre los loci centroméricos KIR2DL2 y KIR2DS2 de haplotipo

B era casi completo (Wn = 0.99). De la misma manera, los loci teloméricos de haplotipo B

KIR3DS1 y KIR2DS1 están también en situación de fuerte desequilibrio (Wn = 0.92). Por el

contrario, se observa un desequilibrio mucho menor cuando uno de los loci es centromérico y el

otro telomérico. Por ejemplo, el LD entre KIR2DL2 y KIR3DS1 es muy bajo (Wn = 0.10).

Las regiones centromérica y telomérica del clúster KIR se distribuyen heterogéneamente a

nivel mundial. La parte centromérica de los haplotipos A (caracterizados por la presencia de

http://www.allelefrequencies.net
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KIR2DL3, 2DP1 y 2DL1) tiene una frecuencia de entre 50% y 60%, parecida a la del haplotipo

completo A. Las poblaciones del este de Asia son una excepción [Single 08, Yawata 02b, Zhu 10],

ya que presentan frecuencias muy bajas de la parte centromérica de haplotipos B (caracterizados

por la presencia de KIR2DL2 y 2DS2), mientras que los haplotipos Cen-A superan el 80%

de frecuencia, y en general el haplotipo A completo suele ser también más habitual. Resulta

interesante que estas altas frecuencias de Cen-A no se observan en las poblaciones amerindias

[Hollenbach 10], lo que indicaŕıa que su aumento en la región de Asia oriental se produjo tras la

diferenciación de los pueblos amerindios.

El fragmento haplot́ıpico Cen-B1, caracterizado por la presencia de KIR2DL2, 2DS2, 2DL5,

2DS3/S5, 2DP1 y 2DL1, es muy frecuente en África [Hollenbach 10, Hou 10, Single 07], mientras

que el Cen-B2, mucho más corto y que cuenta con KIR2DL2 y 2DS2 además de los genes cons-

titutivos, es mucho más frecuente fuera de África, aunque no se aprecia un gradiente asociado a

esta diferencia, apareciendo de manera esporádica en distintas regiones del mundo. Por lo gene-

ral, las poblaciones africanas presentan una diversidad haplot́ıpica a nivel de KIR centroméricos

que las de otros continentes.

La parte telomérica de los KIR está ı́ntimamente relacionada con la demograf́ıa de las po-

blaciones. La frecuencia del gen KIR activador 3DS1 es muy baja en África [Hollenbach 10,

Norman 07], y crece proporcionalmente a la distancia con este continente [Single 07]. Aunque

las poblaciones africanas presentan frecuencias muy altas para los loci de haplotipos B cen-

troméricos, la frecuencia de los loci activadores de haplotipos B teloméricos es muy baja. Por el

contrario, la frecuencia total de los haplotipos completos B es relativamente baja entre las pobla-

ciones de Asia, y considerablemente alta entre poblaciones africanas. El resto de las regiones del

mundo se mueven entre estas dos situaciones extremas. Resulta curioso que, pese a la variación

que se aprecia, el nivel de heterocigosidad entre haplotipos A y B a nivel mundial es práctica-

mente el mismo, situándose alrededor del 44%, sugiriendo la existencia de algún tipo de beneficio

selectivo que mantiene las frecuencias de ambos haplotipos en equilibrio [Hollenbach 10].

Por último, es posible que KIR2DS3 y KIR2DS5 sean alelos de un locus duplicado, que puede

aparecer tanto en la región centromérica, en la telomérica o en ambas regiones del haplotipo

KIR [Ordonez 08], pero las técnicas actuales de tipaje no permiten su distinción. En poblaciones

africanas la frecuencia de KIR2DS5 es muy baja, al igual que el resto de genes del haplotipo B

telomérico (KIR3DS1 y KIR2DS1). Por el contrario, KIR2DS5 está casi siempre presente entre

los amerindios, independientemente de que esté en la región centromérica o en la telomérica,

mientras que KIR2DS3 está casi ausente [Flores 07, Gendzekhadze 06, Hollenbach 10]. Resulta

curioso que aunque KIR2DS3 está ausente en las poblaciones americanas su frecuencia en el este

de Asia es moderada, lo que sugiere que la fijación del alelo KIR2DS5 se produjo durante la

migración de estos grupos asiáticos hacia el nuevo mundo.

1.5.3. Interpretación evolutiva: migración vs. selección

Diversos meta-análisis a nivel mundial han puesto en evidencia la correlación geográfica del

polimorfismo KIR [Middleton 10a, Middleton 08b, Middleton 03, Rajalingam 08]. Por ejemplo,
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la frecuencia de genes KIR activadores e inhibidores (en términos de presencia o ausencia) aso-

ciados al haplotipo B presenta un claro gradiente entre poblaciones adyacentes [Middleton 08a].

Sin embargo, dicho gradiente no se observa al estudiar los genes inhibidores asociados al haplo-

tipo A. Hay que tener en cuenta que estos meta-análisis no tienen en cuenta el contenido alélico,

solo la presencia o ausencia de un gen KIR en particular, lo que podŕıa explicar las diferencias

encontradas entre los haplotipos A y B. De hecho, debido a las peculiaridades del polimorfismo

alélico de cada grupo haplot́ıpico, el contenido genético (presencia/ausencia) de los loci tipo B

parece ser suficiente para discriminar entre poblaciones, mientras que para los tipo A es nece-

sario realizar el tipaje de alelos [Middleton 08b]. A la vista de estos resultados, los genes KIR

pueden ser marcadores útiles en el estudio antropológico, al igual que los anticuerpos IgG o los

ant́ıgenos HLA, el mtDNA o el cromosoma Y, aunque es necesario profundizar en el estudio del

polimorfismo alélico de estos genes.

La diversidad KIR ha sido moldeada por varias fuerzas selectivas, además de por factores

demográficos y estocásticos, como el flujo genético o la deriva genética. Los receptores KIR acti-

vadores e inhibidores regulan la función de las células NK [Cheent 09], y se ha encontrado relación

entre el contenido de estos genes e infecciones, cáncer, autoinmunidad, śındromes del embarazo,

y rechazo de trasplantes, lo que indicaŕıa que están bajo presión selectiva. Se ha propuesto que

los genes involucrados tanto en la inmunidad innata como en la adquirida están sometidos a

un proceso de selección equilibradora [Bernatchez 03, Ferrer-Admetlla 08, Garrigan 03], que en

el caso de los genes KIR actúan tanto a nivel de gen como de haplotipo. Este fenómeno seŕıa

el responsable de la proporción equilibrada de los haplotipos A y B debido a su complementa-

riedad funcional, asumiendo que A favorece la defensa inmune, mientras que B está orientado

hacia la reproducción [Parham 08]. Varios estudios han demostrado que existe un mayor grado

de polimorfismo del esperado en condiciones de neutralidad genética, tanto a nivel de gen como

de haplotipo [Guinan 10, Yawata 06], de manera que la selección equilibradora mantiene un pool

de haplotipos KIR con funcionalidades complementarias sobre el que puede operar la selección

positiva.

Aunque hay consenso en que los genes KIR co-evolucionan simultáneamente con sus ligandos

HLA [Guinan 10, Hao 05, Hollenbach 10, Single 07, Yawata 06], la asociación entre pares KIR

y HLA vaŕıan considerablemente a lo largo del mundo.

1.6. GENES KIR Y TRASPLANTE HEPÁTICO

Los genes KIR juegan un papel destacado en la modulación de la respuesta inmune en el

trasplante de órganos, y en particular en el caso del trasplante hepático, tal y como se muestra en

diversos trabajos en los que el aspirante a doctor ha participado [Legaz 22, Legaz 21b, Legaz 13,

Blanco-Garćıa 11, López-Álvarez 11].

En uno de estos trabajos [López-Álvarez 11] se observó que una recuperación tard́ıa de las

células NK que expresan KIR2D+ estaba asociada a la aparición de rechazo agudo en individuos

con genotipos HLA C2/C2, mientras que para el resto de genotipos una recuperación temprana

se correlacionaba con un mejor evolución del trasplante. En otro trabajo [Blanco-Garćıa 11] se
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estudió cómo la monitorización de la expresión de los receptores CD28 y KIR2D en linfocitos T

de sangre periférica, tanto trasplante hepático como card́ıaco, pod́ıa ayudar a evaluar la correcta

modulación de la inmunosupresión para equilibrar los riesgos de infección v́ırica y rechazo agudo.

Por otra parte, también se ha estudiado cómo afecta la discordancia (mismatch) de genes KIR

entre donante y receptor en el trasplante hepático a su evolución [Legaz 13], encontrándose

que en general incrementa el riesgo de aparición de rechazo agudo, y en particular afecta a

la supervivencia de los pacientes a corto plazo. Otro trabajo publicado en 2021 [Legaz 21b]

muestra el papel antagónico de KIR2DL2 y KIR2DS5 en la evolución de los pacientes de cirrosis

alcohólica sometidos a trasplante hepático, de manera que en individuos mayores de 54 años la

presencia de KIR2DL2 está asociada con una menor frecuencia de cirrosis alcohólica, mientras

que la presencia de KIR2DS5 promueve la aparición de procesos fibróticos, particularmente

cuando no hay una infección v́ırica asociada. Por último, el art́ıculo más reciente [Legaz 22]

estudia la relación entre la aparición de rechazo crónico en pacientes sometidos a trasplante

hepático y la interacción entre los genes KIR y sus ligandos HLA, tanto en los donantes como en

los receptores. Se encontró que tanto los genes KIR del receptor y HLA-C del donante, como el

mismatch entre los genes KIR activadores de donante y receptor aumentan el riesgo de rechazo

crónico, mientras que la combinación de KIR2DS1 y KIR2DS4 con ligandos C1 afectan a la

supervivencia del injerto a largo plazo.

Pese a la trascendencia que los genes KIR y sus ligandos tienen en el trasplante hepático,

existen otros muchos factores más allá de los genéticos que influyen en su evolución y desenlace,

tal y como muestra también la producción cient́ıfica del candidato a doctor. Un art́ıculo publica-

do en 2016 estudia la epidemioloǵıa, la evolución y la supervivencia a largo plazo de pacientes de

cirrosis hepática sometidos a trasplante hepático en la Región de Murcia, encontrándose que la

cirrosis es la principal causa de trasplante, y que aunque suele presentar muchas complicaciones

pre-trasplante (como la ascitis o la encefalopat́ıa), presenta pocas complicaciones post-trasplante

y muestra buenos pronósticos y larga supervivencia de injerto. Sin embargo, si existe una infec-

ción v́ırica concomitante, la supervivencia desciende marcadamente. Posteriormente se estudió

la influencia del género en el pronóstico y desenlace del trasplante hepático [Legaz 19], en-

contrándose que aunque la cirrosis alcohólica aparece con mayor frecuencia en hombres que en

mujeres, presentan similares tasas de infecciones concomitantes, y que aunque las mujeres pre-

sentan mayores tasas de ascitis y encefalopat́ıa, muestran luego menor probabilidad de rechazo

agudo tras el trasplante. Se encontró también que las principales causas de muerte fueron el fallo

del injerto, la sepsis, y el fallo multi-orgánico a largo plazo. En términos de supervivencia, otro

trabajo publicado [Legaz 21a] mostró que, pese a los resultados anteriores, la supervivencia de

los trasplantados no se ve afectada en términos de rechazo agudo o crónico por la ascitis ni por

la encefalopat́ıa, independientemente de si existe infección v́ırica o no. Por último, un trabajo

recientemente aceptado para publicación [Morales 23] muestra un incremento en la frecuencia

de muerte por fallo multiorgánico en trasplantados hepáticos con cirrosis alcohólica asociado a

la presencia de los genes KIR2DL2/S2, KIR2DL5 y KIR3DL1, evidenciando la vulnerabilidad

de los pacientes en el periodo inmediatamente posterior al trasplante.

De cualquier manera, el número de publicaciones en la literatura cient́ıfica sobre las patoloǵıas

hepáticas de origen alcohólico es limitado, y aún se desconocen cuáles son con exactitud las

causas de muerte más frecuentes tras el trasplante hepático, siendo necesario realizar estudios
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exhaustivos con cohortes más numerosas. Esta información es vital, ya que ha de servir como gúıa

a las autoridades sanitarias en el diseño de las poĺıticas de salud pública que permitan enfrentar

el cada vez mayor consumo de alcohol, con un incremento particularmente significativo entre las

mujeres. Por ello, esta tesis pretende contribuir a la determinación de las distintas causas cĺınicas

y sociodemográficas que influyen en el riesgo de muerte de pacientes de cirrosos alcohólica, y en

particular en su supervivencia a corto y largo plazo tras un trasplante hepático.



17

CAṔITULO 2

Objetivos

2.1. OBJETIVOS

Los receptores KIR juegan un papel fundamental en la respuesta inmunitaria innata, modu-

lando la función citotóxica de las células NK en combinación con las moléculas HLA de clase

I. Los genes que los codifican presentan una gran diversidad, posiblemente debida a la presión

selectiva causada por la exposición a distintos organismos patogénicos, considerándose que su

evolución es análoga a la de los genes HLA. Cada vez hay más estudios revelando la relación

entre los genes KIR y un amplio espectro de patoloǵıas, aśı como su participación en el resultado

de distintos tipos de trasplante. A la vista de estas observaciones, se plantean la hipótesis de

que la distribución de genes KIR en la población de Murcia vendrá moldeada por dos factores

actuando de manera simultanea: por un lado, la presión selectiva de ı́ndole inmunológica a la

que la población se ha visto sometida, y por otro al efecto de las migraciones a lo largo de la

historia.

Por otra parte, múltiples investigaciones han mostrado también el importante papel que los

genes KIR juegan en la aparición y el curso de patoloǵıas como el melanoma o el mieloma, aśı

como en el trasplante hepático o el renal. Por tanto, considerando el papel clave de los genes

KIR en la respuesta inmunitaria y su gran variabilidad geográfica, la correcta caracterización de

sus distribuciones puede ayudar en la planificación de estudios epidemiológicos, aśı como ser de

utilidad para la planificación de programas de salud pública.

Respecto al caso concreto del trasplante hepático en patoloǵıas asociadas al alcoholismo,

aunque aparece alguna esporádica publicación en la literatura cient́ıfica tratando el tema, existe

un considerable desconocimiento sobre las causas exactas de muerte en estos pacientes debido a

la carencia de estudios con muestras suficientemente grandes que permitan tomar medidas para

prevenir la aparición prematura del éxitus. Resulta vital conocer la relación entre los factores

cĺınicos y sociodemográficos asociados a las distintas causas de muerte y a la supervivencia a

corto y largo plazo de los pacientes de cirrosis alcohólica sometidos a trasplante hepático, que

permitan adoptar las medidas preventivas y definir procedimientos precisos de monitorización y

seguimiento para adaptar los tratamientos, mejorando su calidad de vida y su supervivencia.
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Por tanto, teniendo en cuenta lo anteriormente descrito, los objetivos de los trabajos cient́ıfi-

cos publicados que se incluyen en esta tesis doctoral pretenden alcanzar los siguientes objetivos

mediante el estudio tanto cĺınico como genético de individuos de la Región de Murcia:

1. Determinar la distribución de cada gen KIR y de los genotipos resultantes de su combina-

ción, aśı como del desequilibrio de ligamiento existente entre ellos.

2. Estimar los haplotipos que conforman los genotipos encontrados, empleando técnicas es-

tad́ısticas y un conjunto de haplotipos patrón preestablecido, frecuente en poblaciones

caucásicas.

3. Comparar la distribución de genes, genotipos y haplotipos KIR, aśı como los patrones de

desequilibrio de ligamiento, de la población de Murcia con otras de distintos lugares del

mundo.

4. Determinar las principales causas de muerte, tanto súbitas como no súbitas, en pacientes

que sufren cirrosis alcohólica y que se ven sometidos a un trasplante hepático, aśı como su

supervivencia a corto y largo plazo.

5. Determinar la relación entre dichas causas de muerte y las supervivencias a corto y largo

plazo, y diversos parámetros cĺınicos y sociodemográficos.
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CAṔITULO 3

Resultados: Art́ıculos publicados

3.1. REFERENCIAS Y RESÚMENES

Art́ıculo 1

T́ıtulo: Killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR) genes can be an adequate tool in

forensic anthropological studies: evaluation in a wide Caucasian Spanish population.

Revista: Australian Journal of Forensic Sciences 55(2):168-190 (2021)

Autores: José Miguel Bolaŕın, Maŕıa Dolores Pérez-Cárceles, Aurelio Luna, Alfredo Min-

guela, Manuel Muro, Isabel Legaz.

DOI: 10.1080/00450618.2021.1930156

Web: https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/00450618.2021.1930156

Abstract: Most immune system polymorphisms have undergone molecular evolution lar-

gely due to natural selection driven primarily by host-pathogen interactions, showing signi-

ficant human geographic expansion signs. Killer cell immunoglobulin-like receptors (KIRs)

show great genetic and allelic variation among different populations. The aim of this study

was to analyse the frequency of KIR genes in a large cohort of healthy Spanish Caucasians

(SC) to be able to compare them with other world populations. A total of 609 healthy SC

unrelated individuals were analysed and compared with 16 worldwide populations. KIR

genotyping was analysed by PCR-SSO technique. Our results showed that all KIR genes

were present in the Spanish population. iKIR2D genes of the Spanish population were

similar in different European populations like Danish, Finland, Irish and Italian popula-

tions, Czech and Turkish populations but very different to Australian, Bornean, Chinese,

Indian, Venezuelan, and Russian populations. KIR3DL1 gene frequency in the Australian

population was significantly lower than the Spanish population. aKIR genes frequencies

of the Spanish population were similar to European populations, but slight differences

were found in English, Finnish, Irish and Macedonian populations. In conclusion, our re-

sults enrich the Caucasian genetic information resources of the KIR gene pool for genetic

susceptibility diseases and forensic anthropological studies.

https://dx.doi.org/10.1080/00450618.2021.1930156
https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/00450618.2021.1930156
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Art́ıculo 2

T́ıtulo: Forensic evaluation and population genetic study of KIR2DS4 insertion/deletion

polymorphisms in a spanish pupulation.

Revista: Romanian Journal of Legal Medicine 28(4):419-428 (2020)

Autores: José Miguel Bolaŕın, Maŕıa Dolores Pérez-Cárceles, Aurelio Luna, Alfredo Min-

guela, Manuel Muro, Isabel Legaz.

DOI: 10.4323/rjlm.2020.419

Web: http://www.rjlm.ro/index.php/arhiv/839

Abstract: Polymorphisms (Indels) of insertion/deletion are a class of diallelic genetic mar-

kers resulting from a single mutation event and reflect the insertion or deletion of genomic

DNA bases. The aim of this study was to analyze the distribution of the allelic variants of

KIR2DS4 in the Spanish Caucasian population and compared it with other populations

described in the literature. Genotyping of allelic variants of KIR2DS4 was performed by

PCR-SSO in 127 healthy Spanish Caucasian individuals and were subsequently compared

with 26 different world populations. A frequency of KIR2DS4-full (36.2%) allelic variants

was found in the Spanish population, similar to those found European populations, but

different and higher frequency in South and Central America and the Caribbean, Saudi

Arabia, Sub-Saharan African as well as Hong Kong and Korean populations. A frequency

of 77.2% of KIR2DS4-delected variant was found in Spanish population, while lower per-

centages were found in Sub-Saharan Africa, China, Hong Kong and Korea. No differences

in the distribution of KIR2DS4 variants were observed between AA/BX KIR haplotypes

and genotypes. In conclusion, our results enrich the Caucasian genetic information of the

KIR2DS4 allelic variants between the Spanish Caucasian and other populations that could

be useful in clinical, forensic and anthropological studies.

Art́ıculo 3

T́ıtulo: Causes of death and survival in alcoholic cirrhosis patients undergoing liver trans-

plantation: Influence of the patient’s clinical variables and transplant outcome complica-

tions.

Revista: Diagnostics 11(6):968 (2021)

Autores: José Miguel Bolaŕın, Maŕıa Dolores Pérez-Cárceles, Juan Pedro Hernández del

Rincón, Aurelio Luna, Alfredo Minguela, Manuel Muro, Isabel Legaz.

DOI: 10.3390/diagnostics11060968

Web: https://www.mdpi.com/2075-4418/11/6/968

https://dx.doi.org/10.4323/rjlm.2020.419
http://www.rjlm.ro/index.php/arhiv/839
https://dx.doi.org/10.3390/diagnostics11060968
https://www.mdpi.com/2075-4418/11/6/968
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Abstract: Background. Clinical and molecular mechanisms involved in the cause and ti-

me of death of alcoholic cirrhosis (AC) patients undergoing liver transplantation (LT) are

not entirely understood. In sudden death cases, judicial autopsy practice is mandatory

for determining the cause and circumstances of death. The medico-legal autopsy data are

essential for helping health authorities to guide future public health activities, assess the

effectiveness of health systems, and adopt the necessary preventive measures to improve

and adapt the treatments in order to increase these patients’ survival. Objective. Our study

aimed to determine the different clinical and sociodemographic causes that influence the

different causes of death and the short- and long-term survival of AC patients undergoing

liver transplantation. Methods. A total of 122 deceased AC patients undergoing LT were

analyzed at different times post-transplantation. The main pre- and post-transplant com-

plications were analyzed in relation to the cause of death and the patient’s survival, as well

as the causes and time at which the patient’s death occurred. Results. A total of 53.3% of

non-sudden death was observed. A large number of the deaths of AC patients undergoing

transplantation were due to non-sudden death, sepsis, and graft failure (GF), the main

causes of death in the sample being similar in both sexes. In non-sudden deaths, there

were no significant differences between the death rates either related or not related to the

liver transplant. Sepsis was the main cause, with the highest percentage (21.3%) of mor-

tality, followed by GF (18.9%) and multiorgan failure (15.6%) at ten years. Furthermore,

our results showed how pre-transplant clinical complications, such as viral infections and

encephalopathy, influence the age at which multiorgan failure occurs in the transplanted

patient. Conclusion. Multiorgan failure is the leading cause of sudden death, with higher

mortality during the first year after transplantation, followed by sepsis and GF. Our results

show the vulnerability of AC patients, both in the hospital period after the transplant and

outside.
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CAṔITULO 4

Conclusiones

4.1. ARTÍCULO 1

Muchos de los polimorfismos del sistema inmune han ido surgiendo tras las sucesivas ex-

posiciones a lo largo del tiempo a multitud de patógenos, mientras las distintas poblaciones

humanas migraban a lo largo del planeta. Esto queda también patente en los receptores KIR,

que muestran una considerable variación entre las distintas poblaciones humanas, tanto a nivel

alélico como haplot́ıpico.

El objetivo de este trabajo es analizar la frecuencia de diferentes genes KIR en una cohorte

numerosa de individuos españoles sanos de etnia caucásica y originarios de la región de Mur-

cia, para caracterizar esta población genot́ıpicamente, comparándola con otras poblaciones de

distintas partes del mundo, de manera que pueda ser de utilidad en estudios antropológicos y

forenses.

En total se estudiaron 609 individuos sanos sin parentesco, a los que se realizó el genotipaje

de genes KIR utilizando la técnica PCR-SSO (Polymerase Chain Reaction - Sequence Specific

Oligonucleotide), comparándolos luego con otras 16 poblaciones de diversas etnias. Los resul-

tados mostraron que todos los genes KIR conocidos estaban presentes en la muestra española

estudiada, y que la distribución de los genes KIR2D inihibidores era similar a otras poblaciones

europeas (daneses, finlandeses, irlandeses, italianos, checos y turcos), mientra que mostraban

grandes diferencias con otras poblaciones de otras etnias o que estaban más alejadas geográfi-

camente (aboŕıgenes australianos, borneanos chinos, indios, venezolanos y rusos). Asimismo, la

frecuencia del gen KIR3DL1 resultó ser significativamente menor en la población de aboŕıgenes

australianos. Respecto a los genes KIR activadores, su frecuencia resultó también similar a la

de otras poblaciones europeas, pero se encontraron pequeñas diferencias respecto a poblaciones

inglesas, finlandesas, irlandesas y macedonias.

En resumen, los resultados de este trabajo han servido para enriquecer la información genética

disponible sobre los genes KIR para la población caucásica en general y española en particu-

lar, de manera que pueda usarse en estudios genéticos de susceptibilidad a enfermedades y de

antropoloǵıa forense.
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4.2. ARTÍCULO 2

Los polimorfismos de inserción y deleción (indels) son un tipo de marcador genético dialélico

que surge tras la inserción o eliminación de una única base en el DNA genómico. El objetivo

de este estudio es analizar la distribución de las variantes alélicas del gen KIR2DS4 en una

población caucásica española originaria de la región de Murcia y compararla con la de otras

poblaciones mundiales descritas en la literatura cient́ıfica.

El genotipaje de las variantes alélicas de KIR2DS4 se realizó sobre 127 individuos españoles

sanos y no emparentados de etnia caucásica, comparándolos con otras 26 poblaciones de distintas

etnias y de distintas partes del mundo. La frecuencia de la versión completa del gen (KIR2DS4-

full) fue del 36.2%, similar a la de otras poblaciones europeas, pero mayor que las de otras

poblaciones de América del sur y central, Caribe, Arabia Saud́ı, África subsahariana, Hong

Kong y Corea. Respecto a la variante truncada (KIR2DS4-del), la frecuencia encontrada fue

del 77.2%, mayor que las de poblaciones subsaharianas, de China, Hong Kong o Corea. No

se encontraron diferencias en la distribución de las variantes de KIR2DS4 entre haplotipos y

genotipos AA y BX en las distintas poblaciones.

En resumen, estos resultados sirven para enriquecer la información genética disponible sobre

las variantes alélicas del gen KIR2DS4 en la población española y en poblaciones caucásicas en

general, que puede ser de utilidad en estudios cĺınicos, antropológicos y forenses.

4.3. ARTÍCULO 3

Los mecanismos cĺınicos y moleculares involucrados en la causa y el momento de la muerte de

pacientes de cirrosis alcohólica sometidos a trasplante hepático no se conocen aún con exactitud.

En el caso particular de que se produzca una muerte súbita, la ley obliga a realizar una autopsia

para estudiar las circunstancias y determinar su causa. El resultado de estas autopsias sirve

como gúıa en la planificación de las poĺıticas de salud y la determinación de la eficacia de los

sistemas sanitarios, permitiendo adoptar las medidas preventivas necesarias para incrementar la

esperanza de vida de los pacientes.

El objetivo de este estudio es determinar los distintos factores cĺınicos y sociodemográficos

asociados la supervivencia a corto y largo de los pacientes de cirrosis alcohólica sometidos a

trasplante hepático, aśı como a las causas de muerte, en una cohorte de individuos de etnia

caucásica procedentes de la región de Murcia. Se han estudiado un total de 122 pacientes con

diversas complicaciones pre- y post-trasplante, haciéndoles un seguimiento en el tiempo, de los

que el 55.3% sufrieron una muerte no súbita. Además de por este motivo, la mayoŕıa de pacientes

fallecieron debido a sepsis o fallo de injerto, sin que se apreciasen diferencias entre hombres y

mujeres. Para las muertes no súbitas, no se encontraron diferencias entre las tasas de mortalidad

asociadas o no directamente al trasplante hepático. Las principales causas de muerte a 10 años

post-trasplante fueron la sepsis (21.3%), el fallo del injerto (18.9%) y el fallo multiorgánico

(15.6%). Asimismo, se ha estudiado la relación entre el momento en que el fallo multiorgánico

se produce y la manifestación de complicaciones en el trasplante, como las infecciones v́ıricas
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o la encefalopat́ıa. Respecto a la muerte súbita, el fallo multiorgánico es la principal causa,

apareciendo principalmente en el primer año tras el trasplante, seguida de la sepsis y el fallo del

injerto.

En conclusión, en este trabajo se ha evidenciado la vulnerabilidad de los pacientes de cirrosis

alcohólica, tanto durante su estancia hospitalaria tras el trasplante, como tras recibir el alta

médica.
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27



28 BIBLIOGRAFÍA
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páginas 156–166, 1958.

[Denis 05] L Denis, J Sivula, P A Gourraud, N Kerdudou, R Chout, C Ricard, J P

Moisan, K Gagne, J Partanen y J D Bignon. Genetic diversity of KIR na-

tural killer cell markers in populations from France, Guadeloupe, Finland,

Senegal and Reunion. Tissue Antigens, vol. 66, no. 4, páginas 267–276,
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1996.

[Dupont 97] B Dupont, A Selvakumar y U Steffens. The killer cell inhibitory receptor

genomic region on human chromosome 19q13.4. Tissue Antigens, vol. 49,
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[Gomez-Lozano 02] N Gomez-Lozano y C Vilches. Genotyping of human killer-cell

immunoglobulin-like receptor genes by polymerase chain reaction with

sequence-specific primers: an update. Tissue Antigens, vol. 59, no. 3, pági-
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2010.

[Hsu 02a] K C Hsu, S Chida, D E Geraghty y B Dupont. The killer cell

immunoglobulin-like receptor (KIR) genomic region: gene-order, haploty-

pes and allelic polymorphism. Immunol Rev, vol. 190, páginas 40–52, 2002.
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[Legaz 21b] Isabel Legaz, Jose Miguel Bolaŕın, Elena Navarro, Jose Antonio Campillo,
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BIBLIOGRAFÍA 35
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[Ordonez 08] D Ordonez, A Meenagh, N Gomez-Lozano, J Castano, D Middleton y

C Vilches. Duplication, mutation and recombination of the human orphan

gene KIR2DS3 contribute to the diversity of KIR haplotypes. Genes Im-

mun, vol. 9, no. 5, páginas 431–437, 2008.
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no. 2, páginas 143–164, 2011.

[Sanchez-Mazas 11b] A Sanchez-Mazas, M Fernandez-Vina, D Middleton, J A Hollenbach,

S Buhler, D Di, R Rajalingam, J M Dugoujon, S J Mack y E Thorsby.

Immunogenetics as a tool in anthropological studies. Immunology, vol. 133,
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[Vales-Gomez 98] M Vales-Gomez, H T Reyburn, R A Erskine y J Strominger. Differential

binding to HLA-C of p50-activating and p58-inhibitory natural killer cell

receptors. Proc Natl Acad Sci U S A, vol. 95, no. 24, páginas 14326–14331,
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[Vilches 02] C Vilches y P Parham. KIR: diverse, rapidly evolving receptors of innate

and adaptive immunity. Annu Rev Immunol, vol. 20, páginas 217–251,
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[Witt 99b] C S Witt, C Dewing, D C Sayer, M Uhrberg, P Parham y F T Chris-

tiansen. Population frequencies and putative haplotypes of the killer cell

immunoglobulin-like receptor sequences and evidence for recombination.

Transplantation, vol. 68, no. 11, páginas 1784–1789, 1999.
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