3

V.

Para obtener la mejor experiencia, abra esta cartera PDF en
Acrobat X o Adobe Reader X, o en alguna version posterior.

iConsiga Adobe Reader ahora!



http://www.adobe.com/go/reader_download_es


UNIVERSIDAD DE S E Sistema de
COSTARICA Estudios de Posgrado

Autorizacion para digitalizacion y comunicacion publica de Trabajos Finales de Graduacion del Sistema de
Estudios de Posgrado en el Repositorio Institucional de la Universidad de Costa Rica.

Yo. Albertr Alfaro Murillo , con cédula de identidad 2 0674 0456 . en mi

"Caracterizacion del perfil inmunolégico con énfasis en citoquinas Th1/Th2 de

condicion de autor del TFG titulado

los linfocitos T CD4+, posterior al trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas, en los pacientes trasplantados en el Hospital San Juan

de Dios durante 10 meses, periodo 2020".

Autorizo a la Universidad de Costa Rica para digitalizar y hacer divulgacién publica de forma gratuita de dicho TFG
a través del Repositorio Institucional u otro medio electronico, para ser puesto a disposicion del publico segun lo que
establezca el Sistema de Estudios de Posgrado. Sl NO *I:I

no aplica

*En caso de la negativa favor indicar el tiempo de restriccion: afio (s).

Este Trabajo Final de Graduacion sera publicado en formato PDF, o en el formato que en el momento se establezca,

de tal forma que el acceso al mismo sea libre, con el fin de permitir la consulta e impresién, pero no su modificacion.

Manifiesto que mi Trabajo Final de Graduacion fue debidamente subido al sistema digital Kerwa y su contenido
corresponde al documento original que sirvié para la obtencién de mi titulo, y que su informacion no infringe ni
violenta ningln derecho a terceros. EI TFG ademas cuenta con el visto bueno de mi Director (a) de Tesis 0 Tutor (a)

y cumplié con lo establecido en la revision del Formato por parte del Sistema de Estudios de Posgrado.

INFORMACION DEL ESTUDIANTE:

Alberto Alfaro Murillo
Nombre Completo:

Ndmero de Carné: B58007 NUmero de cédula; 206740456

, . albertoalfarom@hotmail.com
Correo Electronico: @

Fecha: 12 enero 2021 . NGmero de teléfono: 8893 9325

Dra. Maria Rodriguez Sevilla

Nombre del Director (a) de Tesis o Tutor (a):

ALBERTO JOSUE Firmado digitalmente

por ALBERTO JOSUE
ALFARO ALFARO MURILLO
MURILLO REMA)

Fecha: 2021.01.12
(FIRMA) 22:11:06 -06'00'

FIRMA ESTUDIANTE

Nota: El presente documento constituye una declaracion jurada, cuyos alcances aseguran a la Universidad, que su contenido sea tomado como cierto. Su
importancia radica en que permite abreviar procedimientos administrativos, y al mismo tiempo genera una responsabilidad legal para que quien declare
contrario a la verdad de lo que manifiesta, puede como consecuencia, enfrentar un proceso penal por delito de perjurio, tipificado en el articulo 318 de nuestro
Cadigo Penal. Lo anterior implica que el estudiante se vea forzado a realizar su mayor esfuerzo para que no sélo incluya informacion veraz en la Licencia de
Publicacion, sino que también realice diligentemente la gestion de subir el documento correcto en la plataforma digital Kerwa.




https://es.wikipedia.org/wiki/Responsabilidad

https://es.wikipedia.org/wiki/Perjurio



				2021-01-12T22:11:06-0600

		ALBERTO JOSUE ALFARO MURILLO (FIRMA)










UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
SISTEMA DE ESTUDIOS DE POSGRADO

“Caracterizacion del perfil inmunolégico con énfasis en citoquinas Th1/Th2
de los linfocitos T CD4* posterior al trasplante alogénico de células madre
hematopoyéticas, en los pacientes trasplantados en el Hospital San Juan de
Dios durante 10 meses, periodo 2020”.

Tesis sometida a la consideracién de la Comisién del Programa de Estudios de
Posgrado en Especialidades Médicas para optar al Grado y Titulo de Especialista
en Inmunologia Clinica Médica

ALBERTO ALFARO MURILLO

Ciudad Universitaria Rodrigo Facio, Costa Rica

2021





Dedicatoria

"A todos los pacientes que han sido sometidos al tratamiento de trasplante de
células madre hematopoyéticas en Costa Rica; desde el primer trasplante, en
diciembre de 1985, hasta la actualidad; por ellos y para ellos "

Alberto Alfaro Murillo





Agradecimientos

A Dios, proveedor de sabiduria, valentia y paz
A mis padres Karolina y Alberto, siempre mi fuente de apoyo incondicional

A mi hermana Daniela, por inspirarme alegria y animos

Dr. Oscar Porras Madrigal, pionero de la inmunologia costarricense;

gracias maestro por su entrega, ensefianzas y por creer en mi

Dr. Gustavo Lazo P, Dra. Gabriela lvankovich E, Dra. Dora Matus O, mas que mentores y
consejeros, amigos. Gracias por sus ensefianzas, sostén y amistad fundada, que pueda
continuar por mucho mas
Dr. Evan Jensen Gamboa, gracias infinitas por su apoyo ilimitado, guia académica y aun mas
que eso, su valiosa amistad
Dra. Maria Rodriguez Sevilla, gracias por compartir su sabiduria, por guiarme paso a paso en
este proceso y por apasionarme en esta maravillosa area de la inmuno-hematologia,

Dr. Melvin Calvo Solis, gracias Melvin, amigo, por su ayuda constante, por compartir su
conocimiento y su apoyo en todo momento
Dr. Walter Cartin, Dra. Berta Valverde, Dra. Patricia Baltodano por su ayuda insustituible para

que este proyecto sucediera

A mis queridos amigos del Laboratorio de Estudios Especializados e Investigacion del HNN,
Sussan, Katherine, Uriel y Giovanni; su apoyo siempre invaluable.
Dra. Yaoska Rojas y Dra. Luisa Vindas del Laboratorio de Hematologia del HSJD, gracias por
estar siempre pendientes de brindarme su ayuda y colaboracion.
Dr. Roy Wong McClure, gracias infinitas por el apoyo constante en la recta final de la

investigacion

A mis amigos Rodrigo y Daniela Ovares-Hernandez, gracias por su gentileza, hospitalidad e
insustituible amistad
Mi compafiero y compafieras de batalla, Jonathan, Aura y Alessia, el apoyo desde siempre,

ha sido un pilar para poder finalizar esta meta

Finalmente, mi agradecimiento a Diagnostika S.A. por su apoyo con los reactivos necesarios

para desarrollar el proyecto”










Tabla de contenido

DEDICATORIA

AGRADECIMIENTOS

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE CUADROS

Vil
IX

CAPITULO |

INTRODUCCION

ANTECEDENTES

PREGUNTA DE INVESTIGACION

OBIJETIVO GENERAL

OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO Il

MARCO TEORICO

CONTEXTO HISTORICO

BIOLOGIA DEL TRASPLANTE DE CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS

EL “NICHO” EN LA MEDULA OSEA

REGIMENES DE CONDICIONAMIENTO

COMPLICACIONES NO INFECCIOSAS DEL TRASPLANTE DE CELULAS MADRE
COMPLICACIONES INFECCIOSAS DEL TRASPLANTE DE CELULAS MADRE

13
13
13
16
16
16
18
18
18
18
19
21
23
34

BIOLOGIA DE LAS CITOQUINAS Y SU PAPEL EN EL TRASPLANTE DE CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS 37

CAPITULO llI

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
DISENO DEL ESTUDIO

CRITERIOS DE INCLUSION

CRITERIOS DE EXCLUSION

PARTICIPANTES

FUENTES DE DATOS/MEDIDAS

SESGOS Y LIMITACIONES DEL ESTUDIO
TAMANO MUESTRAL

METODOS ESTADISTICOS

CONSIDERACIONES ETICAS

CAPITULO IV

40
40
40
45
45
46
49
55
57
57
58
61





RESULTADOS 61
CARACTERISTICAS GENERALES EPIDEMIOLOGICAS Y CLINICAS 61
SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS CONTENIDAS EN EL INJERTO SEGUN LA EDAD DELDONADOR _______ 65
CELULAS CD34" Y CD3* DEL INJERTO 67
SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS CONTENIDAS EN EL INJERTO 70
CELULAS CD34*/KG VERSUS RECONSTITUCION DE LINEAS CELULARES DEL HEMOGRAMA 72
SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS DEL INJERTO Y PERIFERICAS AL DiA +30 POST TRASPLANTE 74
CITOQUINAS 76
CAPITULO V 81
DISCUSION 81
CARACTERISTICAS GENERALES EPIDEMIOLOGICAS Y CLINICAS 81
SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS CONTENIDAS EN EL INJERTO SEGUN LA EDAD DELDONADOR ____ 90
CELULAS CD34" Y CD3* DEL INJERTO 91
SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS CONTENIDAS EN EL INJERTO 92
CELULAS CD34*/KG VERSUS RECONSTITUCION DE LINEAS CELULARES DEL HEMOGRAMA 94

SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS DEL INJERTO VERSUS PERIFERICAS AL DIiA +30 POST TRASPLANTE___ 95

CITOQUINAS 96
CAPITULO VI 99
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 99
CARACTERISTICAS GENERALES EPIDEMIOLOGICAS Y CLINICAS 99
SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS CONTENIDAS EN EL INJERTO SEGUN LA EDAD DEL DONADOR _____ 101
CELULAS CD34" Y CD3* DEL INJERTO 102
SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS CONTENIDAS EN EL INJERTO 102
CELULAS CD34*/KG VERSUS RECONSTITUCION DE LINEAS CELULARES DEL HEMOGRAMA 103

SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS DEL INJERTO VERSUS PERIFERICAS AL DiA +30 POST TRASPLANTE__ 103

CITOQUINAS

REFERENCIAS

VI

104
106





Resumen

Introduccion

El trasplante de células madre hematopoyéticas alogénico, se caracteriza por mecanismos
fisiopatolégicos que involucran el sistema inmune. Las complicaciones inflamatorias, tanto
infecciosas como no infecciosas, repercuten en la evolucién de los pacientes trasplantados.
Eventualmente, el estudio de estos fendmenos acompafantes al trasplante, es fundamental
para el desarrollo de posibles intervenciones clinicas que favorezcan la evolucion de los
pacientes.

Objetivo

Caracterizar el perfil inmunoldgico de los pacientes sometidos a trasplante alogénico de células
madre hematopoyéticas, con énfasis en la descripcion de citoquinas de la via Th1y Th2, de los
linfocitos T CD4*, en la Unidad de Trasplante del Hospital San Juan de Dios

Métodos

Se realizé un analisis descriptivo para las variables epidemioldgicas y caracteristicas clinicas de
los pacientes. Se establecio una correlacion para las determinaciones de células CD34" y las
subpoblaciones linfocitarias del injerto, con parametros del hemograma, subpoblaciones
linfocitarias en sangre periférica y niveles de citoquinas. Se estimé la media y tendencia de
media, la cual fue evaluada mediante el coeficiente de Pearson y evaluacién de la significancia.
Se estim6 la curva de tendencia para modelos lineales con el respectivo IC del 95%. La
determinacién de citoquinas fue realizada como una novedad, en el ambito del laboratorio de
Investigacion y Ensefianza del Hospital Nacional de Nifios “Dr. Carlos Saénz Herrera”.

Resultados

Se reclutaron en total 7 pacientes, 2 casos alo-idénticos y 5 haploidénticos. 6 de los casos
correspondieron a leucemia linfocitica aguda, y 1 a leucemia mieloide aguda. La cantidad de
células CD34" no fue proporcional con la cantidad de células CD3", en el injerto. El conteo de
células CD3+ >305 x108/Kg se asoci6 con el desarrollo de EIVH. La cantidad de células CD34"
x108/Kg, correlaciond significativamente con el aumento de leucocitos al dia +30. La cantidad
células CD3* del injerto correlaciond significativamente con la reconstitucion de células CD3* al
dia +30. Los donadores jévenes presentaron mayor cantidad de CD34"y linfocitos en el injerto.
La expresion de células CD3*-HLA-DR" >74% se evidencié en los pacientes con EIVH y
replicaciones virales. EI IFN gamma, TNF, IL-2 e IL-4 no mostraron variaciones en la tendencia
de media. La IL-6 e IL-10 mostraron aumento de tendencia en el dia +7 y +14 respectivamente.

Conclusiones

La determinacion de linfocitos del injerto, es un recurso Util para establecer una posible
prediccion del riesgo de EIVH principalmente; asi como reconstitucion inmunolégica al mes del
trasplante. No se demostré utilidad en cuantificar IFN gamma, TNF, IL-2 ni IL-4. La IL-6 es un
buen marcador para predecir riesgo de EIVH y complicaciones inflamatorias multiples al dia +7.
La IL-10 en el dia +14 mostré contrarregulacion secundaria a los procesos inflamatorios.

VI
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CAPITULO I
INTRODUCCION

Antecedentes

El trasplante de células madres hematopoyéticas (HSCT por sus siglas en inglés)
se utiliza como tratamiento para neoplasias de origen hematolégico, asi como para
el tratamiento de inmunodeficiencias primarias severas y otras enfermedades no
malignas. La médula ésea como fuente de las células madres hematopoyéticas no
es un organo solido, es difuso y no directamente accesible. Las células
hematologicas podrian eventualmente generar reacciones inmunologicas

disreguladas e interferir con el proceso del trasplante.’

Las células madre hematopoyéticas pueden tener tres distintos origenes: médula
0sea, sangre periférica y cordon umbilical. Dependiendo del origen de cada una de
ellas, la inmunotolerancia durante el proceso de trasplante varia, asi como el

proceso de injerto y de reconstitucion inmunoldgica.’

EI HSCT puede ser autélogo o alogénico. En el trasplante autélogo median distintos
mecanismos inmunoldgicos, pero los mecanismos fisiopatoldgicos fundamentales
en el proceso de trasplante, ocurren en el trasplante alogénico, pues median tejidos
y por ende antigenos extrafios a los del receptor.

Previo al proceso de trasplante es necesario iniciar un régimen de quimioterapia, el
cual se denomina régimen de condicionamiento. El objetivo de la preparacién del
régimen de condicionamiento mieloablativo, es erradicar las células neoplasicas y
asi favorecer un ambiente medular 6ptimo para el proceso de injerto. En el caso del
trasplante alogénico, el condicionamiento permite un ataque al medio tumoral; este

fendmeno favorece la expresion de gran cantidad de antigenos tumorales que son
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mostrados por células presentadoras de antigeno del receptor a los linfocitos T del

donador y asi favorecer el proceso denominado injerto versus tumor.?

Durante el proceso de HSCT, los receptores pueden presentar complicaciones
inflamatorias de diversas etiologias que logran generar la perpetuacion de
respuestas inmunoldgicas locales y sistémicas, comprometiendo incluso la vida del
paciente. Dentro de las complicaciones inflamatorias mas frecuentes encontramos:
fiebre con neutropenia, infecciones fungicas, bacterianas y virales, falla del injerto,
complicaciones tempranas de origen endotelial, enfermedad de injerto versus

huésped (EIVH) tanto aguda como cronica, entre otras.’

Las células inmunoldgicas son las protagonistas en el despertar y perpetuacion de
estas respuestas inmunoinflamatorias; y la red de intercomunicacién entre tales

células esta fundamentalmente mediada por citoquinas y quimiocinas.

Las dos subpoblaciones principales de las células T son los linfocitos T CD3* CD4",
denominados linfocitos ayudadores o “helper” (Th por su denominacion en inglés) y
los linfocitos T CD3*/CD8*, denominados linfocitos citotdxicos. Los linfocitos T
ayudadores se diferencian de acuerdo con las citoquinas que se produzcan en
diferentes subgrupos: Th1, Th2 y Th17. Las células Th1 producen las citoquinas IL-
2, IFNy y TNFa. Por otra parte, las células Th2 producen las citoquinas IL-4, IL-5,
IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13.°

Las células Th1 responden a antigenos exdégenos que son presentados por células
presentadoras de antigenos a través del complejo mayor de histocompatibilidad
clase Il (HLA Il). Las células Th1 son las responsables de las reacciones de

hipersensibilidad tardia y de la defensa contra microorganismos intracelulares.

Los macréfagos y las células dendriticas migran a los ganglios linfaticos donde
reconocen antigenos extraios y los presentan a través de las moléculas HLA a los
linfocitos T CD3*/CD4" naive, produciendo citoquinas proinflamatorias como IL-12,
induciendo el fenotipo Th1. Estos linfocitos producen IFNy que activa los
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macrofagos vecinos favoreciendo la respuesta Th1. También las células Th1
estimulan a los linfocitos B, con el fin de favorecer la produccién de distintas
subclases de IgG. Este fenomeno expone la dependencia que tiene la inmunidad
humoral de la celular, puesto que para que ocurra el cambio de clase de
inmunoglobulinas es obligatoria la participacion del linfocito T ayudador.®

Las células Th2 son protagonicas en la estimulacion y degranulacion de eosindfilos,
basofilos y mastocitos, a través de la produccion de citoquinas como IL-4, IL-5, IL-
13 y estimulan la produccion de IgE. Esta via es fundamental en los procesos
alérgicos asi como en la defensa contra parasitos. También las citoquinas Th2
favorecen la expresion de moléculas de adhesidn en el endotelio y la secrecion de
quimiocinas que se unen a los receptores correspondientes expresados en los
eosindfilos. La IL-4 e IL-13, proporcionan proteccion en las barreras epiteliales
(inmunidad de barrera) e inducen una forma alternativa de activacion de

macrdéfagos, favoreciendo la reparacion de tejidos y la fibrosis.’

El estudio de las citoquinas durante el proceso de HSCT, ha sido desafiante por el
comportamiento fisiopatologico heterogéneo, propio del trasplante alogénico; lo cual
hace complejo su analisis e interpretacion. Sin embargo, se cuenta en la actualidad
con métodos de laboratorio efectivos, para favorecer el estudio de estos
componentes de la inmunidad tanto innata como adaptativa; que son causantes de

complicaciones inflamatorias severas e incluso mortales.

La intencion principal de este primer estudio que determina citoquinas en HSCT en
Costa Rica, es fortalecer el conocimiento e investigacion a nivel de la hematologia
e inmunologia costarricense, y asi poder comparar nuestros resultados, con
estudios afines reportados en la comunidad cientifica; con la finalidad de
caracterizar mejor a los pacientes, y asi dilucidar la fisiopatologia de eventos
inmunolégicos en la poblacion que es sometida a trasplante alogénico de células

madre.
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Pregunta de Investigacion

¢ Existe relacion entre los niveles de citoquinas de las vias Th1/Th2 de los
receptores de alotrasplante de HSCT vy las distintas complicaciones inflamatorias

gue acompafan el proceso de trasplante?

Objetivo General

Describir la relacion entre los niveles de citoquinas Th1/Th2 de los linfocitos T CD3*
CD4*, las complicaciones inflamatorias y el desenlace al mes posterior al trasplante
alogénico de células madre hematopoyéticas en los pacientes tratados en la Unidad
de Trasplante de Médula Osea del Servicio de Hematologia del HSJD durante el
periodo del 01 de marzo 2020 al 14 de diciembre del 2020.

Objetivos Especificos

a. Describir la epidemiologia y caracteristicas clinicas de los pacientes que
reciben trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas.

b. Reportar el condicionamiento farmacoldgico que recibe cada uno de los
pacientes y relacionarlo con la reconstitucion de las lineas celulares en el
hemograma post HSCT.

c. Reportar el esquema de profilaxis contra enfermedad injerto vs huésped que
recibe cada uno de los pacientes y su correlacion con el comportamiento
posterior de las citoquinas.

d. Reportar el numero de células madre (CD34*) y de los linfocitos T CD3* por
kg de peso corporal que recibe el receptor y correlacionarlo con la
reconstitucion hematopoyética y el desarrollo de enfermedad injerto vs
huésped.

e. Relacionar los niveles de citoquinas con las complicaciones infecciosas

virales, bacterianas y fungicas que presentan los receptores de alotrasplante,
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asi como con los pacientes que presenten fiebre con neutropenia sin foco
infeccioso claro.

Relacionar los niveles de citoquinas con la enfermedad injerto vs huésped
aguda que presentan los receptores de alotrasplante.

Establecer una relacién entre las subpoblaciones de linfocitos contenidas en
el injerto y las subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica: CD16",
CD56*, CD19*, CD3*, CD4*, CD8" post HSCT.

Determinar la relacién de citoquinas con el sindrome de disfuncion endotelial
temprana.

Determinar la relacion de citoquinas con mucositis

Relacionar los niveles de citoquinas con los pacientes que presenten shock
séptico/distributivo.

Relacionar los niveles de citoquinas con el numero de hemocomponentes

recibidos.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO

Contexto Histoérico

EI HSCT se remonta al afio 1959, cuando el Dr. E.Donnall Thomas y su equipo del
Hospital Mary | publicaron el caso de una paciente con leucemia terminal, que
recibié dentro del tratamiento quimioterapeutico de aquel momento, prednisona oral,
metotrexate y mercaptopurina; sin lograr remisién de la leucemia aguda. Ante el
fallo al tratamiento, se decidié someter a dosis altas de irradiacion corporal total, con
consecuente fallo medular; mismo que fue rescatado con infusién de médula 6sea
obtenida a través de 45 aspiraciones en huesos iliacos, esternon y tibia de su
hermana gemela idéntica, asumiendo que al ser gemelas monocigotas y con el
mismo grupo sanguineo, la compatibilidad de la médula ésea seria la misma, sin
conocerse aun en esos momentos, la existencia de lo que hoy conocemos como las
moléculas HLA 8

Posterior al descubrimiento del HLA, el HSCT se convirtié en un tratamiento mas
factible en el caso de leucemias. En la década de 1970, el Dr. Thomas y
colaboradores, describieron casos de pacientes con leucemia que fueron curados
con trasplante de médula 6sea proveniente de hermanos HLA-idénticos, posteriores
a la ablacion medular con irradiacion corporal total y ciclofosfamida.®

También demostré que aquellos casos en los cuales se instauraba el desarrollo de
EIVH, la recaida de la leucemia era menos probable, sugiriendo que los linfocitos
del donador podrian erradicar células tumorales del paciente que sobrevivieron a
los regimenes preparativos del trasplante. Asi se realiz6 la primera descripcion del
efecto antitumoral implicado en el la EIVH, lo que hoy conocemos como efecto de

injerto versus leucemia.'®

Biologia del trasplante de células madre hematopoyéticas

El término “hematopoyesis” deriva del griego antiguo y significa: “el acto de la
elaboraciéon de sangre”. Dentro del contexto médico, alude al tiempo de vida util y
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renovacion de los leucocitos, plaquetas y globulos rojos a lo largo de la vida de un
individuo. Cada linaje celular presenta una vida util diferente; sin embargo, se ha
calculado que el ritmo de produccion de células hematopoyéticas asciende a 300
billones de células diarias."

Embriolégicamente, los adelantos en el estudio de la hematologia han logrado
determinar que la hematopoyesis inicia en estructuras primitivas como el saco
embrionario, para migrar luego al higado y terminar permanentemente en la médula
Osea. Los tres linajes anteriormente mencionados (mieloide, elitroide y
megacariocitico), se derivan de una subpoblacién de células indiferenciadas
autorrenovables conocidas como células madre.'?

Nuevos estudios no invasivos y experimentos clonales en ratones han demostrado
que el modelo tradicional de jerarquizacién de los linajes celulares en progenitores
linfoides y mieloides comunes, no es un proceso estatico, sino dinamico,
programado genéticamente y epigenéticamente; también influenciado por
citoquinas y factores de crecimiento hematopoyéticos. Si bien es continuo, la
mayoria de células madre permanecen en un estado quiescente durante la vida del
individuo, pues la diferenciacién y restriccion de subtipos celulares es un evento que

demanda grandes cantidades de energia.'®

El “nicho” en la médula 6sea

Las células madre residen en la médula 6sea dentro de un microambiente altamente
especializado, llamado nicho. Este nicho y las células que contienen, aseguran una
preservacion funcional de las células madre hematopoyéticas. Un nicho se define
como un ambiente microanatomico o red vascular que provee las condiciones
adecuadas para el desarrollo de las células madre. Esta funcion bioldgica, se logra
a través de dos mecanismos principales: interaccion mediante adhesion directa de
las células madre con células de la matriz extracelular del nicho, asi como mediante
accion de ciertos factores con efecto paracrino sobre las células madre, como la
quimiocina CXCL-12, trombomodulina, factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B1) y el factor de células madre (SCF), también llamado ligando-Kit.4
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La quimiocina CXCL12 y su principal receptor CXCR4, ayudan a mantener el nicho
propicio para las células madre en la médula ésea, y su estimulacion aumenta las
concentraciones de las mismas en sangre periférica. Acompafando a las células de
la matriz extracelular, el nicho se encuentra compuesto por otros linajes celulares
como células estromales mesenquimales, endoteliales y células de linaje 6seo,
también macrofagos y megacariocitos. ™

La fina regulacion de las células madre por el microambiente del nicho medular,
favorece el estado quiescente de las células madre para sostener su
autorrenovacioén; dependiendo de la demanda de proliferacion y diferenciacion del
linaje hematopoyético.'®

En el caso de inflamacion sistémica o infeccion, se inicia el proceso de
hematopoyesis de emergencia, debido al insulto estresor sobre las células
progenitoras, incentivando principalmente la produccion de células de linaje
mieloide, especialmente neutrofilos y monocitos.!”

Las células madre estan provistas de receptores de reconocimiento de patrones
(PRR) que detectan multiples patrones moleculares asociados a dafio (DAMP), los
cuales ingresan a la médula 6sea a través de la circulacion, y mediante este
estimulo, favorecen a la mielopoyesis de emergencia.'®

Las células madre también pueden responder a varios factores de crecimiento y
citoquinas liberadas durante la inflamacién por células inmunes u otros tipos
celulares en sitios inflamados, o por células del propio microambiente medular. Por
ejemplo, la IL-1, IL-6 e IFN-alfa favorecen la proliferacion de las células madre, asi
como su diferenciacion a través del linaje mieloide; sin embargo, la exposicion
cronica a citoquinas en condiciones proinflamatorias persistentes podria generar
injuria sobre las células madre."®

En el caso de neoplasias hematoldgicas, la liberacién de mediadores inflamatorios
a partir de las poblaciones clonales hematopoyéticas, genera remodelamiento y
cambio del nicho medular, lo cual favorece la expansion de la clona leucémica y
disminuciéon de células madre, promoviendo la aparicion y progresion de la

enfermedad mieloide maligna.?®
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El nicho medular puede sufrir distintos insultos, por ejemplo durante procesos
infecciosos, malignos o toxicos. Ademas, este compartimento altamente
especializado, es capaz de responder al estimulo de diversas interleucinas, con el
fin de lograr su funcion de la mejor manera posible. Una citoquina protagonica que
actua sobre el nicho medular, es el factor estimulante de colonias de granulocitos
(G-CSF por sus siglas en inglés), la accidn que ejerce sobre el nicho medular es tan
relevante, que es la razon por la que se utiliza para la movilizacion de células madre
hematopoyéticas durante el proceso de recoleccion. Para promover la movilizacion,
el G-CSF actua sobre células madre mesenquimatosas, células de osteolinaje,
neutrofilos y macrofagos.?' Este factor reduce la expresién de moléculas de
adhesion, como CXCL12, Spp1 (osteopontina), Kitl, Angpt1 (angiopoyetina 1) y
Vcam1 (molécula de adhesion celular vascular tipo 1).22

Por otra parte los granulocitos estimulados por este factor generan proteasas,
enzimas que afectan los niveles apropiados de CXCL12 en el nicho, disminuyendo

la retencion de células madre.?3

Regimenes de Condicionamiento

El condicionamiento es el régimen preparatorio que se administra a los pacientes
sometidos a trasplante antes de la infusion de los injertos de células madre.

La funcion principal de administrar la quimioterapia de condicionamiento, se puede
dividir en tres puntos:

1. Erradicar la malignidad hematoldgica residual, en caso de que la indicacion del
trasplante, sea por enfermedad maligna.

2. Proporcionar inmunosupresion adecuada para asegurar el injerto y para prevenir
tanto el rechazo del injerto como la enfermedad injerto versus huésped.

3. Eliminacién del nicho medular, para favorecer un nuevo espacio anatémico y

funcional para nichos de células madre en la médula 6sea del huésped.

El régimen de condicionamiento previo al trasplante debe tomar en consideracion
las caracteristicas del paciente, tales como la edad, comorbilidades, el estado actual

de la enfermedad maligna, incluyendo la enfermedad residual.
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Con base en la literatura, el condicionamiento consta de dos componentes:
mielodeplecion de las células madre y supresion de la linea linfoide del receptor.

Tradicionalmente, el condicionamiento en el trasplante era compuesto por
regimenes mieloablativos en su totalidad. Sin embargo, principios del siglo XXI, ha
habido una tendencia en utilizar regimenes de condicionamiento de intensidad
reducida, favoreciendo una menor toxicidad hematoldgica y quimerismos deseados

en el periodo temprano posterior al trasplante.®

De tal manera, que en la actualidad se cuenta con los siguientes protocolos de

condicionamiento: 24

- Mieloablativos (MAC): Se define como el condicionamiento que genera citopenias
profundas, prolongadas e irreversibles, y que sin infusién de células madre, no

revierte la aplasia. Ejemplos:

-Irradiacién corporal total 12 Gy fraccionado en 3 dias -Ciclofosfamida
(TBI/CY)

-Busulfan-Ciclofosfamida (BU/CY)

-Fludarabina-Busulfan (FLU/BU, este ultimo durante 4 dias).
-Tiotepa-Fludarabina-Busulfan (TBF)

-Intensidad Reducida/Reducidos en Toxicidad (RIC/RTC): Se define como el
condicionamiento que genera citopenias profundas, que requiere infusién de células
madre, pero que podria revertir las citopenias espontaneamente sin la infusion.

Ejemplos:

- FLU/BU (éste ultimo durante 3 dias)
-FLU/Melfalan (MEL)
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-No mieloablativos (NMA): Se define como el condicionamiento que genera
citopenias leves y que son recuperadas tedricamente sin necesidad de administrar

infusion de células madre. Ejemplos:

- 2 Gy TBI + Ciclosporina (CSA) + Micofenolato (MMF)
- FLAG (Fludarabina-Ara C-ldarrubicina-G-CSF)

Actualmente, en la Unidad de Trasplante del Hospital San Juan de Dios, se estan
utilizando dos esquemas de condicionamiento para el trasplante alogénico:
-Alogénico idéntico relacionado
-MEL/CY
-Profilaxis de EIVH: Metotrexate (Mtx) + CSA
-Haploidéntico familiar
-FLU/MEL
-Profilaxis de EIVH: Cy + MMF + Tacrolimus (TAC)

Complicaciones no infecciosas del trasplante de células madre

Sindrome de disfuncion endotelial: generalidades

El sindrome de disfuncion endotelial se define como una complicacién no infecciosa
ligada al trasplante alogénico de células madre. Se cataloga a esta entidad como
una complicacién temprana, pues se presenta en los 3 meses posteriores al
trasplante. Sus manifestaciones clinicas mas connotadas son:%®

-Sindrome de pre-injerto

-Sindrome del injerto

-Sindrome de fuga capilar

-Sindrome de oclusion sinusoidal

-Microangiopatia trombdética y la hemorragia alveolar difusa.
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Las causas son multifactoriales, y la mayor parte de la informacion relacionada con
este dafo, se ha obtenido a partir de estudios efectuados en receptores con EIVH

o enfermedad venooclusiva del higado.?®

Sindrome de obstruccion sinusoidal (VOD)

Este es un evento adverso serio que pone en riesgo la vida del paciente. Ocurre
entre los 35 hasta los 45 dias después de haber comenzado con el régimen
mieloablativo de preparacion para el trasplante. Los criterios diagndsticos utilizados
para esta entidad son los de Seattle, aunque los de Baltimore se caracterizan por
ser mas precisos, e incluyen el inicio de los siguientes sintomas/signos por lo menos
21 dias después del trasplante: hepatomegalia dolorosa, ganancia inexplicable de
peso > 5%, ascitis y un aumento de bilirrubina total > 2 mg/dL. Anteriormente se
conocia como enfermedad venooclusiva. Sin embargo, la homenclatura cambio,
debido a que se ha determinado que el trastorno fundamental inicia en el endotelio
de las sinusoides hepaticas, sin necesariamente comprometer las venas hepaticas.
La fisiopatogenia de esta entidad clinica, obedece a un edema de las venas
centrales y las del espacio sublobulillar, dado por depdsitos de fibrina y factor VIII
de la coagulacién (esto ha sido demostrado por diversos métodos de
inmunohistoquimica). Lo anterior provoca una disminucion del lumen y aumento de
la resistencia al flujo vascular. Esto se traduce en una dilatacion retrégrada de las
sinusoides hepaticas y un dafo isquémico en los hepatocitos de la zona 3
(centrolobulillar), producido por especies reactivas de oxigeno y por células
inflamatorias como los macrofagos de Kupffer.?®

Historicamente, el manejo del sindrome de obstruccion sinusoidal involucra el
brindar un oportuno soporte primario al paciente (diuréticos, terapia de reemplazo
renal, soporte ventilatorio, hemodinamico, etc.), aunado al uso de anticoagulantes y
antifibrinoliticos. Empero, la eficacia es limitada y los eventos fatales como el
sangrado secundario al uso de heparina pueden ser significativos.

La meta terapéutica debe ser la disminucion del volumen del compartimento

extracelular sin que haya empeoramiento de la funcion renal. La terapia
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farmacoldgica se restringe al uso de defibrotide, el unico agente con licencia de uso
en la Union Europea, mas no en los Estados Unidos.?”

Sindrome de pre-injerto

El HSCT de cordon umbilical se utiliza ampliamente con donadores sin
compatibilidad de HLA, teniendo la gran ventaja de que se liga a una baja incidencia
de EIVH.

A pesar de esto, una manifestacion clinica singular de este tipo de trasplante es la
aparicion de fiebre y un brote en piel que ocurre previo al injerto neutrofilico.
Aunque clasicamente se ha descrito para la fuente de cordon, también para células
madre de recoleccion periférica y de médula ésea.

La definicion engloba una temperatura corporal mayor a 38.3° C, junto con la
aparicion de un brote en piel que no obedece a una etiologia infecciosa y que no
responde a la terapia antimicrobiana antes del que ocurra el injerto de neutrofilos.
El injerto neutrofilico aparece durante el primero de 3 dias consecutivos, cuando el
conteo de leucocitos polimorfonuclerares supera los 0.5 x 10° unidades por litro de
sangre.

La fisiopatogenia no es muy clara, pero se cree que, después de un trasplante de
células madre, existe liberacion de citoquinas, en particular la IL-5 y la IL-6, las
cuales podrian ser biomarcadores utiles en el diagndstico. Asimismo, se identifica
una hiperactivacion inmune por medio de la transformacion de células T naive a
linfocitos T efectores y de memoria central.

Diversos estudios evidencian que sumado a la profilaxis para enfermedad de EIVH
con el uso de inhibidores de calcineurina, el metotrexate reduce la incidencia de

este sindrome, incluso comparado con el micofenolato mofetilo.?
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Sindrome hemofagocitico secundario (sHLH)

Las formas familiares del HLH se dan por defectos genéticos que reducen la
capacidad de citotoxicidad en los linfocitos “natural killer”. Aparte de las células NK,
los linfocitos T citotdxicos actuan a través de un proceso mediado por perforinas,
cuyos efectos ejercen un eje de retroalimentacion negativo. Si este eje falla, se dara
un desbalance debido a la produccidén excesiva de citoquinas a partir de linfocitos y
macrofagos sobreactivados.

El HLH ocurre también en pacientes jovenes, trasplantados por patologias no
neoplasicas y con un conteo alto de células CD34* en el injerto.

Los criterios modificados de HLH-2004 han sido propuestos para el diagndstico; no
obstante, muchos de estos criterios no son aplicables en el ambito post-trasplante.
Por ejemplo, los linfocitos NK acostumbran a tener niveles bajos en los primeros
dias post-trasplante, independientemente de que ocurra o no. De esta forma, pesan
mas los siguientes hallazgos: fiebre > a 38.5°C, citopenia en 2 de 3 linajes celulares,
ferritina sérica > 2000 ng/ml, triglicéridos 1.5 veces por encima del nivel superior,
fibrinbgeno menor a 150 mg/dl y un porcentaje mayor a 5% de hemofagocitosis en
los aspirados de médula 6sea. Es comun ver hemofagocitosis en los aspirados de

pacientes en el periodo post-trasplante; dado a esto, se usa el corte de 5%).%°

La utilizacién de esteroides e inmunoglobulina intravenosa son los pilares de
tratamiento. Si no se aprecia mejoria, se puede hacer uso de otros medicamentos
como la vincristina y el etopdsido, dejando a inhibidores de TNF alfa y la

inmunoglobulina especifica anti- linfocito como ultima instancia.?®

Sindrome de fuga capilar (SFC)

Este término se emplea para aludir a una pérdida subita de liquido intravascular
hacia el espacio intersticial. Se caracteriza por una ganancia de peso > al 3% en 24

horas y un balance hidrico positivo pese a la administraciéon de furosemida. Se
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observa ascitis o derrame pleural y pericardico, que son el prodromo de un edema

generalizado ulterior.

Se estudié una muestra de 275 pacientes pediatricos con trasplante de células
madre en el Hospital Goethe para Nifios y Adolescentes, disponiendo que este
sindrome devino en 5,4% de los pacientes, y que su prevalencia es aun mayor
cuando se asocia a sepsis (14,3% vs 0,6% en pacientes sin sepsis), siendo el
adenovirus el agente microbiano mas frecuentemente encontrado en dicha serie de

casos.30

El SFC también incrementa significativamente el riesgo de EIVH en los primeros 30
dias post-trasplante. Por otro lado, constituye un fuerte predictor de mortalidad

relacionada al trasplante durante el primer mes (49% p<0.0001).%

Los factores de riesgo principales son:
-Incompatibilidad HLA de las células del injerto.
- La quimiorradiacion.

-El uso de G-CSF.

Una sospecha precoz de esta patologia, asi como la suspension de los factores de
crecimiento y la adicién de corticosteroides, son basicos en el manejo, puesto que
el riesgo de fallo multiorganico es considerable, aun mas si hay hipoalbuminemia y

fallo renal concomitante.3°

Hemorragia alveolar difusa (HAD)

Las complicaciones pulmonares que sobrevienen al trasplante de células madre son
relativamente comunes (riesgo del 5%). La hemorragia alveolar difusa obedece a
un dafo en la microcirculacion, una pérdida de integridad en la membrana alveolo-
capilar y a la acumulacién de glébulos rojos en los espacios alveolares. Los
hallazgos histologicos mas comunes se asemejan a los identificados en las

enfermedades del tejido conectivo y vasculitis, pues se aprecia capilaritis y dafo
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alveolar difuso, el cual constituye una progresion de la HAD.3! Esta caracteristica
(el dano alveolar difuso) se asocia por lo tanto a un 60 a 100% de riesgo de

mortalidad en los pacientes que sufren de esta condicion.

La patogénesis no se entiende muy bien, pero se plantea que la razon principal
obedece a aumento en la produccion de citoquinas, las cuales terminan dafando
los capilares alveolares. Se cree también que la HAD es un tipo de sindrome de
neumonia idiopatica que resulta de un régimen de condicionamiento intenso, de una

infeccidn oculta o de dosis altas de terapia de irradiacion total.

Una gran parte de estos pacientes requieren ventilacidn mecanica invasiva con el
objetivo principal de mantener la presion positiva al final de la espiracion, y de esta
manera contrarrestar el sangrado capilar. A veces es necesario escalar la terapia y
brindar ventilaciéon oscilatoria de alta frecuencia. El abordaje incluye ademas:
fluidoterapia, mantener un adecuado balance electrolitico, corregir coagulopatias de
fondo y dar antibioticoterapia si el caso lo amerita.

Aunque muchos de los pacientes con HAD se encuentran trombocitopénicos y
contienen alteracion de los tiempos de coagulacién, la transfusion de plaquetas y
hemoderivados no se recomienda si no es estrictamente necesario, por el riesgo de
lesion pulmonar aguda relacionada a transfusion y sobrecarga circulatoria

relacionada a transfusion (TRALI y TACO respectivamente por sus siglas en inglés).

Otra sugerencia es la de aminorar las dosis de irradiaciéon corporal total preparativa
para el trasplante.

Sindrome de injerto (SI)

Este sindrome emerge en el periodo de recuperacién de los niveles neutrofilicos
después del trasplante, y se destaca como una fiebre de origen no infeccioso, brote
cutaneo, edema pulmonar no cardiogénico, ganancia de peso, disfuncion hepatica
y renal, ademas de encefalopatia. En gran parte de las ocasiones, es un cuadro

autolimitado. Estos sintomas son secundarios a una movilizaciéon de leucocitos y
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citoquinas pro-inflamatorias, reaccion propia a la adecuacion del injerto en el
receptor. Aparentemente, se ha detectado esta complicacién en mayor numero de
veces cuando el paciente es joven, en combinaciones donador y receptor mujer-

hombre y en caso de que exista incompatibilidad ABO.%®

Algunos cambios detectados en el Sl son: un alta en la produccion del receptor alfa
de la IL-2, la IL-1, el receptor del TNF, el TNF alfa y el IFN gamma; asimismo, se
han visto concentraciones mayores de trombomodulina y factor activador del

plasminégeno tipo 1 en sangre periférica.

La incidencia del Sl varia enormemente (de 5 a 72%), precisamente porque los
criterios diagnosticos y definiciones no estan bien estipuladas. Spitzer y
colaboradores han hecho un esfuerzo por objetivizar y afinar los criterios
diagnosticos, basandose en los sintomas. El diagnostico se realiza con 3 criterios
mayores o 1 criterio mayor y 2 menores en las 96 horas siguientes al injerto.?

Cuadro 1: Criterios diagnosticos de Spitzer. Sindrome de injerto o implantacion.

Criterios mayores Criterios Menores
T =2 38.3 C sin etiologia infecciosa Disfuncidn hepatica con bilirrubina total
identificada = 2 mg/dL y/o >2x limite superior normal

de transaminasas

Brote eritrodérmico >25% ASC* no | Lesion renal (>2x creatinina basal)

secundario a farmacos

Edema pulmonar no cardiogénico, | Ganancia de peso = 2.5% el peso basal
manifestado por infiltrados difusos
consistentes con el diagnostico de

hipoxia

Encefalopatia transitoria no explicada

por otras causas

*ASC Area de superficie corporal
El tratamiento esta conformado principalmente por dosis sistémicas de esteroides a
1.5 mg/kg/dia.?®
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Microangiopatia trombadtica

El evento patologico subyacente en todas las microangiopatias tromboéticas (MaT)
es la obstruccidn del flujo sanguineo dado por agregados de plaquetas. Dicha
obstruccion ocasiona a su vez, una alteracion en la dinamica de flujo circulatorio
alterando la forma de los globulos rojos, los cuales adoptan una forma en “casco”
conocida como esquistocito.

Seguidamente, secundario a la isquemia y a la pérdida de eritrocitos, se elevan
sustancias quimicas como el lactato y la deshidrogenasa lactica.

En el caso de los pacientes trasplantados, la disfunciéon endotelial es un proceso
que se instaura lentamente, en donde la insuficiencia renal y los sintomas
neurolégicos son los que predominan, a excepcion de cuando el paciente se
encuentra sometido a tratamiento con inhibidores de calcineurina, en cuyo caso la
presentacion clinica es rapida y el curso fatal.?

Dos eventos se han relacionado a la MaT del paciente trasplantado: una
disregulacién de la via del complemento, y una reduccion en los niveles de la
ADAMTS13, una metaloproteinasa y desintegrina que escinde el dominio A2 del
factor de von Willenbrand (favoreciendo un estado procoagulante), este ultimo
fendmeno recibe el nombre de Purpura Trombocitopénica Trombatica (PTT).

En lo que concierne a la via del complemento, la disregulacion comprende un
aumento en la produccion del C3. Esto favorece la deposicion de la C3 convertasa
de la via alternativa (C3bBb) en la superficie de las células endoteliales. El evento
final es la formacion del complejo litico de ataque a la membrana C5b-C9 (MAC),

un potente complejo que destruye el endotelio.?®
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Factores de riesgo v clasificacion

Debido a que otros sindromes se solapan con la MaT, los factores de riesgo son
diversos; sin embargo, la disfuncion endotelial relacionada con trasplante alogénico
es mas comun cuando se dan las siguientes condiciones: paciente adulto mayor,
sexo femenino, enfermedad de base en estadio avanzado, infecciones en particular
citomegalovirus (CMV) o virus de Epstein Barr (VEB) o EIVH.

En 1994, Pettitt y Clark idearon un sistema cuaternario de clasificacion para este

sindrome, como se resume a continuacion: 2

1. Multiorganico fatal: de presentacion temprana, a los 20 a 60 dias post-
trasplante.

2. Sindrome urémico hemolitico ligado al uso de inhibidores de calcineurina.

3. Forma de aparicion tardia (6 meses) post-irradiacién, con compromiso renal.

4. Infeccion por CMV y dafio endotelial asociado.

Criterios diagndsticos de Microangiopatia Trombadtica

La siguiente es una lista de los criterios diagnosticos para MaT asociada con

trasplante alogénico de células madre.3?

Hipertension de hallazgo precoz. Cifras tensionales >140/90 mmHg.
Elevacion de deshidrogenasa lactica

Proteinuria mayor a 30 mg/dl en urianalisis

Trombocitopenia de novo: < 50 x 10%/L

Anemia hemolitica

Evidencia de esquistocitos

Evidencia de activacién del complemento

@ ™o a0 T o

Disminucion de la haptoglobina

Test de Coombs negativo
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Mucositis

La mucositis representa un efecto adverso temprano e incapacitante que sobreviene
al peri-trasplante, con una incidencia de entre el 11 y el 80%, segun una variedad
de factores. Su importancia radica en que aumenta significativamente los tiempos
de hospitalizacion, ademas de potenciales complicaciones asociadas, como
infecciones. El tipo de mucosa mayormente afectada es la oral; sin embargo,
también se describen casos de mucositis gastrointestinal y genital. La severidad
esta supeditada en parte, a la magnitud del dafio y al tipo de disrupcion de la
microbiota oral que se da luego del condicionamiento. La mucositis se considera
severa cuando el grado es de 3 a 4.3

El dafio celular se produce a nivel del epitelio de la mucosa, ademas de los
fibroblastos y células endoteliales del estroma. La generacidn de especies reactivas
de oxigeno por estas células dafadas, conduce a la activacion de sefiales de
transduccion pro-inflamatorias como la del Factor Nuclear Kappa B (NFKB) que en
ultima instancia llevan a la produccion de citoquinas, destruccion de la matriz
extracelular por metaloproteinasas, apoptosis y activacion de la cascada
inflamatoria.3®

Una revision sistematica de tipo meta analisis que incluy6 624 estudios, determiné
que el RIC se relacioné en un 86,5% de los casos con mucositis, mientras que el
mieloablativo produjo mucositis en un 73.2% de los pacientes.3¢

Enfermedad Injerto versus huésped

El desarrollo de esta complicacion se describe como un proceso de tres partes:3’

1. El dafio tisular se produce como consecuencia de la malignidad del paciente,
terapias anteriores y/o el régimen de condicionamiento del trasplante. Esta lesion
resulta en la liberacion de citoquinas inflamatorias como el factor de necrosis
tumoral (TNF), IL-1, e IL-2 que conduce a la activacion de las células presentadoras

de antigeno del receptor.
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2. Estas citoquinas inflamatorias y las células presentadoras de antigeno, tanto del
paciente como del donante, interactuan con células T del donador que conducen a
la expansion de las células T y la liberacidn de citoquinas.

3. Estas células T activadas producen citoquinas proinflamatorias y mediadores
celulares, resultando en apoptosis en las células huésped diana, tipicamente dentro
de la piel, intestino y tejidos diana del higado.

La lesion en el tracto gastrointestinal, generada por el condicionamiento, es
especialmente importante porque permite la translocacion sistémica de otros
estimulos inflamatorios, como productos microbianos incluyendo lipopolisacaridos u
otros patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) o DAMP, que estimulan
a través de distintos PRR, la activacion de células presentadoras de antigeno.3®

El tejido linfoide secundario en el tracto digestivo es probablemente el sitio inicial de
interaccion entre las células presentadoras de antigeno activadas del receptor y las
células T del donante. Estas observaciones han llevado a una importante estrategia
clinica para disminuir el riesgo y severidad de la EIVH, al reducir la intensidad del
condicionamiento.®®

A pesar de que la histocompatibilidad de las moléculas de HLA, sea la principal
causa de EIVH, se ha descrito el desarrollo de esta complicacion aun en trasplantes
alogénicos idénticos, debido a que pueden intervenir antigenos menores de
histocompatibilidad.

Las células T reguladoras (Treg) pueden suprimir la proliferacion de células T
efectoras y previenen la EIVH en modelos animales cuando se agregan a injertos
de donantes sin deplecion ex vivo de células T; pero el uso de células Treg en el
ejercicio clinico diario, necesita de técnicas mejoradas para identificar y expandir los
estos linfocitos. Dado que la reconstitucion de células T toma su tiempo posterior al
trasplante; el riesgo de EIVH aguda, aumenta con la linfopenia prolongada del
receptor, debido a que las células T reguladoras provienen de linaje CD4*, por lo
tanto, a mayor linfopenia CD4* total, mayor es la linfopenia Treg.4°
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Complicaciones infecciosas del trasplante de células madre

Fiebre con neutropenia

La fiebre durante la neutropenia es casi universal después del HSCT. La
neutropenia representa principalmente, una alta incidencia probable de bacteriemia,
acompafada de una alta mortalidad en caso de infecciones por bacterias Gram
negativas; razén por la cual, el inicio de tratamiento antibidtico eficaz debe ser
brindado con rapidez posterior al inicio de la fiebre con neutropenia.?

Ademas, en ausencia de neutrofilos, que son responsables de la mayoria de los
signos clinicos o sintomas durante una infeccion bacteriana localizada (formacion
de abscesos, infiltrados pulmonares prominentes, piuria, etc.), la fiebre es
frecuentemente el unico sintoma presente en estos casos, dificultando aun mas el
diagndstico clinico. Por otra parte, la fiebre es un signo muy inespecifico, y son
numerosas las causas de fiebre durante la neutropenia que no sean infecciones
bacterianas, incluyendo infecciones virales, infecciones por hongos, reacciones a
medicamentos, por ejemplo, a la inmunoglobulina anti-timocito (ATG), reacciones
transfusionales, mucositis, sindrome de preinjerto, sindrome de injerto, EIVH,
sindrome de liberacion de citoquinas, rechazo del injerto, HLH posterior al
trasplante, entre otros. Sin embargo, dado que la infeccion por bacterias Gram
negativas, incluida Pseudomonas aeruginosa, es frecuente, el tratamiento

antibidtico empirico nunca debe demorarse, posterior a la toma de cultivos.®

Infecciones fungicas

Son una complicacion frecuente del trasplante alogénico, y potencialmente
mortales. El trasplante alogénico idéntico conlleva un riesgo de infecciones fungicas
invasivas 12 meses posterior al trasplante de 6% y el haploidéntico del 8-10%; sin
embargo, en este tipo de trasplante, se han reportado estas infecciones hasta en un
17%.4' El periodo de mayor riesgo, es previo al injerto, durante la neutropenia
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profunda y durante la mucositis. No obstante, también existe riesgo en el post-
injerto:#2
- Periodo post-injerto temprano, dia +40 al +100, cuando existe el mayor
riesgo de EIVH y de reactivaciones virales debido a una inmunidad celular
inmadura.
- Periodo post-injerto tardio, > dia +100 en caso de EIVH crénico,

reconstitucion inmune tardia, o bien neutropenia secundaria.

El Aspergillus, Candida, y Pneumocystis jirovecii, son los hongos responsables del
90% de las infecciones aproximadamente. Debido al impacto que tiene este tipo de
infecciones en la mortalidad de los pacientes, el diagndstico debe ser sin demora;
por lo tanto, herramientas como tomografia de térax, senos paranasales, y estudios
serologicos por hongos, asi como moleculares por medio de PCR, son
fundamentales. Las profilaxis anti fungicas son fundamentales para los pacientes, y
su extension dependera del periodo posterior al trasplante. En caso de infecciones
por Candida el grupo farmacologico de equinocandinas es el de eleccion y en caso

de Aspergillus spp, el tratamiento de eleccion sera el voriconazol.*3

Infecciones virales tempranas post trasplante

Citomeqalovirus

Los sintomas clinicos del CMV pueden ser inespecificos, como fiebre, malestar
general y mielosupresion. Sin embargo, las entidades clinicas causadas por el CMV
mas importantes en el trasplante alogénico son neumonia, gastroenteritis y retinitis.
El injerto de un donante CMV seropositivo para un receptor CMV seronegativo, asi
como el injerto de un donante CMV seronegativo a un paciente CMV-seropositivo,
se ha asociado con un mayor riesgo de mortalidad no relacionada con recaida y con
disminucién de la sobrevida.

En caso de replicacion activa, también esta asociada con un aumento de mortalidad
no relacionada con recaida, mientras que el efecto sobre el riesgo de recaida de

leucemia es controversial.**
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Herpes 6 (HHV-6)

La infeccion primaria por HHV-6A hasta ahora no ha sido asociada con sintomas

especificos. La infeccidén primaria por HHV-6B es la principal causa del exantema
subito en niflos pequefos. También se ha asociado con convulsiones febriles. Casi
todos los nifios estan infectados a la edad de 2 afnos.

Por su parte, HHV-6B es la principal causa de encefalitis viral después del trasplante
alogénico, pero HHV-6A también ha sido documentado. Pacientes sometidos a
trasplante de células madre de cordon umbilical, tienen un mayor riesgo. Otras
condiciones asociadas con HHV-6 son mielosupresién, brote cutaneo, neumonitis

herpética y EIVH aguda.*®

Adenovirus (ADV)
El ADV se transmite principalmente de persona a persona; sin embargo, puede

persistir en las células epiteliales y el tejido linfoide y reactivarse durante la
inmunosupresion. Los nifios suelen afectarse con mas frecuencia que los adultos.
El espectro de enfermedad asociada a ADV en los pacientes de trasplante varia
desde gastroenteritis 0 sintomas respiratorios leves a hemorragicos graves, enteritis
severa, cistitis hemorragica, nefritis, hepatitis, neumonia, encefalitis, miocarditis y
afectacion de multiples 6rganos.

Los factores de riesgo de infeccion/enfermedad por ADV incluyen injerto
haploidéntico, no relacionado o de cordon umbilical, EIVH grado llI-1V, linfopenia

grave y seroterapia con anti CD-52.46

Virus BK (VBK)
El riesgo mayor de la replicacion de este virus es el desarrollo de cistitis

hemorragica.

En pacientes de trasplante alogénico, tanto la viruria como la viremia de BK son
especificas y factores predictivos sensibles para la cistitis hemorragica. La orina con
una carga viral >1 x 107 copias/ml, con una carga viral en sangre >1 x 103 copias/ml,

representa una sensibilidad del 100% y especificidad del 86% para el desarrollo de
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cistitis hemorragica. Mas del 50% de las infecciones por BK ocurren en el periodo
del peri-injerto, y de este porcentaje, un 20% desarrollan cistitis hemorragica, siendo

mas frecuente en presencia de los siguientes factores de riesgo:4’

- Injerto de corddn y por movilizacion periférica versus médula.
-Condicionamiento mieloablativo

-Trasplante haploidéntico o no relacionado.

-Utilizacion en el condicionamiento de ATG, Cy y Bu.

-EIVH grado II-IV.

Biologia de las citoquinas y su papel en el trasplante de células madre
hematopoyéticas

Las citoquinas son polipéptidos secretados por leucocitos y otras células tanto
inmunolégicas como no inmunoldgicas, capaces de actuar principalmente sobre las
células hematopoyéticas; cuyos efectos incluyen la modulacién de las respuestas
inmunitarias e inflamatorias de células inmunes y no inmunes. Sus tres
caracteristicas fisioldgicas principales son el pleiotropismo, redundancia y accion
unica. La primera, se caracteriza cuando una unica citoquina tiene distintas
acciones, influyendo o induciendo la accion de otras citoquinas, generando incluso
sinergismo. Suelen tener mas de un receptor. La redundancia se define cuando un
efecto dado a menudo estd mediado por varias citoquinas diferentes. Sus
receptores usualmente comparten subunidades; y la accion unica esta determinada
cuando las citoquinas tienen funciones especificas y unicas, sus receptores también
suelen tener subunidades especificas de ligando.*

En el contexto del HSCT, distintos estudios han tratado de caracterizar la funcion y
cinética de las citoquinas, en relacién con los diversos fendmenos inflamatorios
tanto infecciosos como no infecciosos que acontecen al proceso del trasplante; tales
como fiebre con neutropenia, infecciones bacterianas, fungicas, virales, sindrome
de disfuncién endotelial temprana, mucositis, EIVH, entre otras. En el cuadro 2, se
muestra la funcion bioldgica de las seis citoquinas determinadas en el presente
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estudio y sus implicaciones predominantes en las primeras semanas posteriores al

trasplante de células madre.

Cuadro 2: Biologia de las citoquinas del estudio y su implicacion en HSCT

Citoquinas Principal
célula

productora

Subunidades y
receptor de
citoquinas

Principales células
dianas y funciones
efectoras

Implicacion
principal en
HSCT

IL-2 Células T

CD25 (IL-2Ra)
CD122 (IL-2RB)
CD132 (yc)

-Células T:
proliferacion y
diferenciacion en
células efectoras y
de memoria;
promueve el
desarrollo, la
supervivencia y la
funcion reguladora.

-NK: proliferacion,
activacion células.

-B: proliferacion,
sintesis de
anticuerpos (in vitro)

Elevacion a
expensas de
infusion de
linfocitos T del
donador y EIVH
[-1v48

IL-4 CD4" (Th2,
Tth),

mastocitos

CD124 (IL-4Ra)
CD132 (yc)

-Células B: cambio
de isotopo a IgE

-Células T:
diferenciacién y
proliferacion Th2,

-Macréfagos:
activacion
alternativa e
inhibicion de la
activacion clasica
mediada por IFN-y

Elevacion en
EIVH grados IlI-
|V49

IL-6 Macréfagos,
células
endoteliales

T efectores

CD126 (IL-6Ra)
CD130 (gp130)

-Higado: sintesis de
proteinas de fase
aguda.

-Células B:
proliferacion de

Elevacion en
fiebre, sepsis y
replicacion de
HHV6 y CMV®
Elevacion en
EIVH*
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células productoras
de anticuerpos.

-Células T:
diferenciacion Th17

Elevacion en
sindrome de
preinjerto*

IL-10 Macréfagos CD210 (IL-10Ra) Macrofagos, células Contrarregulacion
Treguladores IL-10RpB dendriticas: en EIVH
Inhibicion  de  la Elevacion en
expresion de IL-12, replicacion de
coestimuladores y CMV, bacteriemia
MHC de clase Il y sepsis®?
Interferon-  Células T CD119 (IFNGR1) -Macrofagos Activacion de
Y (IFN-y) (Th1,CD8* T IFNGR2 activacion clasica células T del
cells), (aumento de las donador.
Células NK funciones Implicada en
microbicidas) EIVH®
-Células B
cambio de isotipo a
subclases de IgG
opsonizantes y de
fijacion de
complemento
-Células T
diferenciacion Th1
-Diversas células
aumento de la
expresion de
moléculas MHC de
clase |l y clase Il,
aumento del
procesamiento de
antigenos y
presentacion a las
células T
Factor Macréfagos, CD120a -Activacion de Elevacion en
necrosis células NK, (TNFRSF1) células endoteliales:  replicacion de
tumoral células T CD120b Inflamacion, HHV6*
(TNF) (TNFRSF2) coagulacion Elevacién en
-Neutrofilos: EIVH
activacion

-Hipotalamo: fiebre
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CAPITULO Il
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Diseno del estudio

Este es un estudio de cohorte prospectivo, unicéntrico, realizado en la Unidad de
Trasplante de Médula Osea (UTMO) del Hospital San Juan de Dios (HSJD), centro
de tercer nivel de atencién de la Caja Costarricense del Seguro Social (CCSS). Los
datos epidemioldgicos y clinicos de los pacientes fueron tomados del expediente
clinico EDUS (Expediente Digital Unico en Salud).

Se reclutaron todos los pacientes que fueron sometidos a trasplante alogénico de
células madre hematopoyeéticas durante el 01 de marzo al 14 de diciembre del 2020.
Los participantes fueron incluidos después de haber firmado el consentimiento o
asentimiento informado en el caso de los menores de 18 afos. Todos los casos
recibieron una visita por el investigador principal, Dr. Alberto Alfaro Murillo, médico
especialista en medicina interna y residente del posgrado de Inmunologia Clinica
del Sistema de Estudios de Posgrados de la Universidad de Costa Rica. Posterior
a la identificacion del investigador principal ante el paciente, se procedi6 a explicar
de forma detallada el objetivo del estudio clinico y la importancia del eventual
conocimiento que se derive del mismo.

Posterior a la explicacion de los objetivos descritos y a la metodologia del estudio
con respecto a la toma de muestra y procesamiento de la misma, se procedio a leer
el consentimiento en conjunto con el participante, y en caso de que estuviera de
acuerdo en participar, se procedio a la firma del consentimiento informado para
mayores de 18 afos de edad. En el caso de los menores de edad, se procedio igual,
pero con la formula de asentimiento informado, ademas del consentimiento
informado para padres. Todos los consentimientos informados para padres se
firmaron de manera presencial, excepto uno, que fue digitalmente a través de via
telefonica debido a la emergencia nacional COVID-19 durante la cual el estudio fue
desarrollado.
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En el entendido que las principales complicaciones inflamatorias del proceso del
trasplante ocurren durante los primeros 30 dias posteriores al mismo, y el objetivo
principal de este trabajo es describir la relacion entre los niveles de citoquinas y las
complicaciones inflamatorias del trasplante (tanto infecciosas como no infecciosas);
se planted el seguimiento durante el primer mes del trasplante. Ademas, la estadia
promedio del paciente en la UTMO es de 30 dias, por lo tanto, el seguimiento
prospectivo a los pacientes para toma de muestras de sangre después del dia +30,
es complejo, pues en el contexto de la pandemia 2020 se evita al maximo que
incumplan el aislamiento domiciliar posterior al egreso de la UTMO con visitas

frecuentes al hospital.

Se realizaron 5 visitas a la UTMO del HSJD, en los siguientes dias:

e -1 (dia previo al trasplante)

e +7(primera semana post trasplante)

e +14 (segunda semana post trasplante)
e +21 (tercera semana post trasplante)

e +30 (cuarta semana post trasplante)

En cada una de las visitas, se recolectaron datos (en el formulario de recoleccién
de datos correspondiente) de los eventos clinicos que han ocurrido en los pacientes
durante la semana previa a la visita por el investigador principal. En las visitas
mencionadas se realizaron dos pruebas especificas de laboratorio en todos los
casos: determinacién de subpoblaciones linfocitarias generales por citometria de
flujo y niveles de citoquinas en plasma. Al término de la recoleccion de estos datos
(dia +30) para cada uno los 7 casos reclutados, se procedi6 al analisis respectivo
con el proposito de determinar relaciones entre los objetivos del estudio y las

siguientes 5 categorias propuestas:
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e Categoria 1: Diagndstico Basal
- LLA no IKZF1
- LLA IKZF1
- LMA

e Categoria 2: Condicionamiento quimioterapéutico
- Flu-Melfalan
- TLI- Flu/Mel
- Mel-Cy

e Categoria 3: Tipo de trasplante
- Alogénico familiar HLA idéntico
- Alogénico familiar HLA haploidéntico

e Categoria 4: Edad del donador

e Categoria 5: Profilaxis de Enfermedad Injerto versus Huésped (EIVH)
-MTX - CSA
- CY-MMF-TAC
- Inmunoglobulina de conejo anti-timocito (r-ATG)- Metilprednisolona (MPD)-
MMF-TAC

Con respecto a las complicaciones del trasplante que fueron investigadas, se
contemplaron multiples variables y para efectos del analisis se agruparon de la

siguiente manera:

- Complicaciones Infecciosas:
e Bacteriemia
e Fungemia

e Cuantificacion de las siguientes cargas virales:





43

- Citomegalovirus

- Adenovirus

- Herpes 6

- Virus BK

- Virus JC

- Virus Epstein-Barr
e Shock séptico

e Oftras infecciones

- Complicaciones No Infecciosas:

e Sindrome de disfuncion endotelial:
- Obstruccion sinusoidal hepatica
- Sindrome de preinjerto o preimplantacion
- Sindrome de injerto o implantacion
- Sindrome de fuga capilar
- Microangiopatia trombdética
- Hemorragia alveolar difusa

e EIVH

e Mucositis

Ademas se realizo la recoleccion de otras variables clinicas y parametros de
laboratorio (expuestas con detalle en la tabla de operacionalizacion de variables),
con el propdsito de establecer una relacion entre las mismas y las categorias

anteriormente expuestas, a mencionar:

e Subpoblaciones de linfocitos contenidos en el producto de
leucoaféresis:
- CD3*
- CD3*/CD4*
- CD3*/CD8*
- CD16*/CD56*
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- CD19*
- CD34*/Kg receptor
- CD3*/Kg receptor

e Hemograma
- Hemoglobina
- Leucocitos totales
- Eosinofilos
- Linfocitos
- Monocitos
- Neutrdfilos

- Plaquetas

e Parametros inmunoldgicos

- Inmunoglobulinas

- Subpoblaciones linfocitos en sangre periférica
o CD3*/CD4*/CD8"/CD16* / CD56*

HLA-DR*/ CD3-HLA-DR*

o Relacion CD4/CD8

- Citoquinas en plasma
o IFN-gamma / TNF-alfa / IL-2 / IL-4 / IL-6 / IL-10

Con excepcion del analisis de citoquinas, todos los parametros de laboratorio
anteriormente descritos, se realizan de manera rutinaria durante el proceso de
trasplante de progenitores hematopoyéticos en todos los pacientes. El analisis de
citoquinas fue procesado en un laboratorio de la CCSS, por lo cual, no se requirid
un acuerdo de transferencia de muestras bioldgicas. Este analisis fue realizado en
el Laboratorio de Estudios Especializados e Investigacion del Hospital Nacional de
Nifios “Dr. Carlos Saenz Herrera”.





45

Sin embargo, dado que la cuantificacion de citoquinas en sangre no es un analisis
que se realice de manera rutinaria en los pacientes de la UTMO del HSJD; se solicité
consentimiento informado a los pacientes o bien asentimiento, segun corresponda.
No se tomaron muestras adicionales de sangre. De las muestras que se obtuvieron
de forma rutinaria como parte del protocolo de manejo clinico de los pacientes, se
extrajo una pequefa cantidad de sangre (3-4 cc) de uno de los tubos de EDTA para

realizar el analisis de citoquinas.

Criterios de Inclusion

Generalidades

Género: sin distincidon
Etnia: sin distincion

Inclusidn de clases especiales o participantes vulnerables: pacientes oncologicos

a. Edad: 13-70afios.

b. Paciente sometido a trasplante alogénico de células madre
hematopoyéticas (HSCT) en la UTMO del Servicio de Hematologia del
HSJD, con cualquier diagnostico médico que justificara la realizacién de
este tipo de trasplante.

c. Pacientes trasplantados entre marzo y diciembre del 2020

d. Firma del consentimiento informado (en el caso de pacientes entre 13-17
afios que firmen el asentimiento por el paciente y consentimiento por los

padres o responsables legales del menor).

Criterios de Exclusion
a. En caso de retiro el consentimiento/ asentimiento durante el estudio.
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Todos los pacientes trasplantados con progenitores hematopoyéticos alogénico,

en la UTMO del HSJD, durante los meses de marzo a diciembre del 2020.

Cuadro 3: Operacionalizacion de variables

pacientes que
reciben trasplante
alogénico de
células madre
hematopoyéticas
(HSCT)

-Reportar el
condicionamiento
farmacolégico que
recibe cada uno de
los pacientes y
relacionarlo con la
reconstitucion de
las lineas celulares
del hemograma
post HSCT.

-Reportar el
esquema de
profilaxis contra
enfermedad injerto
vs huésped que
recibe cada uno de
los pacientes

-Reportar el
numero de células
madre (CD34%) y
de los linfocitos T
CD3" por kg de
peso que recibe el
receptor

-Caracteristicas
clinicas basales
propias del
trasplante

-Caracteristicas
clinicas basales
propias del
trasplante

-Caracteristicas
clinicas basales
propias del
trasplante

-Dias desde la
ultima QT aplicada

-Protocolo de
condicionamiento
recibido
-Hemograma

-Profilaxis
farmacolégica de
enfermedad injerto
vs huésped

-Células madre
hematopoyéticas
CD34* trasplantadas
al paciente y células
T CD3" totales,
CD4"y CD8*
contenidas en el
injerto recolectado

-Nombre del esquema
de condicionamiento
-Régimen mieloablativo
convencional

-Régimen de intensidad
reducida

-Nombre de farmacos
utilizados y dosis

-Cantidad de células T
CD3+, valor absoluto y
%

Objetivos Descriptores Variables Indicadores Fuente
especificos

-Describir la -Caracteristicas -Sexo -F o M Expediente
epidemiologia y sociodemograficas, | -Edad -Afos cumplidos clinico del
caracteristicas clinicas y -Dx basal que -Dx hematoldgico paciente
clinicas de los patoldgicas justifica el TMO
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-Relacionar los
niveles de
citoquinas con las
complicaciones
infecciosas virales,
bacterianas y
fungicas que
presentan los
receptores de
alotrasplante, asi
como con los
pacientes que
presenten fiebre
neutropénica sin
foco infeccioso
claro.

-Relacionar los
niveles de
citoquinas con las
complicaciones
infecciosas virales,
bacterianas y
fungicas que
presentan los
receptores de
alotrasplante, asi
como con los
pacientes que
presenten fiebre
neutropénica sin
foco infeccioso
claro.

-Relacionar los
niveles de
citoquinas con la
enfermedad injerto
vs huésped aguda
que presentan los
receptores de
alotrasplante.

-Eventos
infecciosos
relacionados al
trasplante

-Eventos
infecciosos
relacionados al
trasplante

-Caracteristicas
clinicas que
sugieran
enfermedad injerto
vs huésped

-Fungemia
-Bacteriemia

-Fiebre y
neutropenia

-Fiebre sin
neutropenia

-Cargas virales

-EIVH aguda en piel,
intestino o higado

Si__ No___
(hemocultivos positivos)
nombre del
microorganismo:

Si__ No___
(hemocultivos positivos)
nombre del
microorganismo:

Si No

Si No

-BK: _
copias/mL
CMV:

Ul/ml
Adenovirus:
____copias/mL
Herpes 6:
copias/mL
Virus JC:
copias/mL
Virus Epstein Barr:
____copias/mL

copias

Si__ No___
Si la respuesta es si:
Gradol:
Gradoll:
Grado lll:
Grado IV:

Expediente
clinico del
paciente y
labcore

Expediente
clinico del
paciente y
labcore

Expediente
clinico del
paciente
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-Establecer una
relacion entre las
subpoblaciones de
linfocitos
contenidas en el
injerto y las
subpoblaciones
linfocitarias en
sangre periférica:
CD16*, CD56",
CD19*, CD3",
CD4*, CD8",
relacion
CD4*/CD8* post
HSCT.

-Determinar la
relacion de
citoquinas con el
sindrome de
disfuncion
endotelial
temprana.

-Determinar la
relacion de
citoquinas con
mucositis

-Relacionar los
niveles de
citoquinas con los
pacientes que
presenten shock
séptico/distributivo.

-Parametros de
laboratorio

-Caracteristicas
clinicas que
sugieran el
diagndstico de
sindrome de
disfuncién
endotelial
temprana

-Caracteristicas
clinicas de
mucositis

-Eventos
infecciosos
asociados al
trasplante

-Subpoblaciones
linfocitarias: CD16",
CD56", CD19",
CD3*, CD4*, CD8",
relacion CD4*/CD8".

-Obstruccion
sinusoidal hepatica

-Sindrome de
preinjerto

-Sindrome de injerto
(implantacion)

-Sindrome de fuga
capilar

-Hemorragia
alveolar difusa.

-Microangiopatia
trombética (incluye
PTT, HUS, CID)

-Presencia de
mucositis (mucosa
oral, vaginal, rectal,
intestinal)

-Shock
distributivo/séptico

____ Células/uL
% de actividad

Si__ No___
Si__ No___
Si__ No___
Si__ No___
Si__ No___
Si__ No___
¢ Cual?:

Si__ No___
Si__ No___
Si No

Expediente
clinico del
paciente
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-Relacionar los -Transfusiones de | -N. de transfusiones | -N. de transfusiones:
niveles de hemocomponentes | de recibidas, el tipo

citoquinas con el recibidos durante de -Hemocomponentes
numero de el primer mes post | hemocomponente y | recibidos:

transfusiones de trasplante reacciones -Reaccién transfusional:
hemocomponentes transfusionales.

recibidos

Fuentes de datos/medidas

La investigacion involucro recoleccion de datos tanto del expediente clinico (EDUS)
como de la base de datos del laboratorio clinico del hospital (Labcore).
Se recolectaron las variables clinicas expuestas anteriormente asi como los

distintos valores de laboratorio.

En el caso de la determinacion de las citoquinas, se destaca que es un estudio que
hasta el momento no se habia realizado en ningun laboratorio clinico de la CCSS.
El microbi6logo profesional especialista, encargado de la determinacién de estos
valores de citoquinas, fue el Dr. Evan Jensen Gamboa, especialista en hematologia
y citometrista certificado junto con el investigador principal del estudio, el Dr. Alberto
Alfaro Murillo. El kit de los reactivos utilizados para la medicion de las citoquinas fue
el Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2 cytokine kit Il que contienen IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN gamma, donado por la empresa Diagnostika S.A. sin
ningun interés con fines de lucro, ni conflictos de intereses, por parte de los
investigadores del estudio. La empresa mencionada se encargd del respectivo
registro de los insumos ante el Ministerio de Salud de Costa Rica durante los meses
de enero-febrero 2020 para permitir el ingreso en regla de los reactivos.

El BD CBA Human Th1 / Th2 Cytokine Kit Il detectdé simultaneamente multiples
proteinas de citoquinas en las muestras de investigacion, mediante seis tipos de
perlas recubiertas con anticuerpos de captura especificos para IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, TNF e IFN-y. Dado que esta es la primera investigacion que se realiza con

citoquinas en los pacientes de trasplante de células madres, se optd por realizar
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cada muestra por duplicado para obtener un control de cada paciente, ademas de
los controles de rutina utilizados y asi asegurar un desarrollo correcto de la técnica.

A continuacion, se detalla una visién general del procedimiento realizado (ver
cuadro).

Cuadro 4: Descripcion general del procedimiento de laboratorio para la determinacion de las

citoquinas
Pasos Descripcion
1 Preparacion de los estandares
(controles) de las citoquinas humanas

Th1/Th2

2 Mezcla de las perlas de captura de las
6 citoquinas para formar el tubo matriz
de perlas

Dilucion de las muestras

Calibracion del citbmetro para la
adquisicion de las muestras

5 Realizacion del ensayo. Mezclando
plasma del paciente, perlas de captura
y anticuerpo fluorocromo revelador para
proceder a incubacion de 3 horas

6 Adquisicion de las muestras en el
citometro FACSCanto Il, de 8 colores,
en el Laboratorio de Estudios
Especializados e Investigacion del
Hospital Nacional de Nifios

7 Analisis de los datos y resultados

W

Ademas de la preparacion del tubo madre de las 6 perlas de captura de las
citoquinas, se realizd la preparacion de los tubos estandar (controles positivos).
Para esto, se mezclaron 2 mL de solucion diluyente + polvo liofilizado que contiene
las 6 citoquinas que se determinaron. Posterior a esta mezcla se procedidé a la
realizacion de 8 diferentes diluciones. Se tomaron 300 uL de la solucién preparada
y se procedi6 a diluir en los siguientes titulos: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128,
1:256 + 1 control negativo. A cada tubo estandar se le aplicaron 50 uL de la solucion

madre de las 6 perlas de captura.





51

El tubo madre de las 6 perlas de captura, se centrifugé a 1000 rpm durante 5
minutos, se retird el sobrenadante y posteriormente se mezclé con un suero especial
de enriquecimiento y se incubo6 por 30 minutos.

Consecutivamente se mezclaron 50 uL de plasma de cada paciente + 50 uL de la
solucién de mezcla de las 6 perlas de captura de citoquinas + 50 uL de un
fluorocromo revelador, que en este caso se utilizé Ficoeritrina (PE), obteniendo asi
por tubo un volumen de 150 uL. Después de esto, se procediod a incubar por 3 horas.
Al término de la incubacion, se realizé lavado con un buffer especial para lavar la
mezcla (1 mL), y se centrifugd durante 5 minutos a 1100 rpm, se retird el
sobrenadante, se agreg6 nuevamente buffer de lavado (300 uL) y se procedi6 a la
adquisicion en el citometro de flujo posterior a la calibracion (setup) respectiva. El
citometro se programo para que el laser azul generara la intensidad de fluorescencia
media de 70.000 mediante APC (aloficocianina) para la determinacion de los
histogramas de las perlas de captura. La lectura de las concentraciones de las
citoquinas de los tubos estandar y de los pacientes se programo para realizarse con
una fluorescencia de 75 mediante PE. Se adquirieron 10.000 eventos por cada tubo,
tanto de los tubos estandar como de los pacientes.

A continuacidn, se muestra el histograma de adquisicion de las perlas o esferas
recubiertas con anticuerpos de captura para cada una de 6 citoquinas, en la
fluorescencia APC-A.

Count
A0 100150200

10° 10° 10 10°

APC-A
Figura 1: Se muestran 6 histogramas para las siguientes interleucinas de izquierda a derecha: IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, IFN gamma, TNF.

Posterior a la obtencién de los histogramas de las perlas de captura, se obtuvieron
los diagramas de puntos (dotplots) de las 6 interleucinas distintas para cada uno de

los 8 titulos de dilucion de los tubos de ensayo estandar. Ademas de los ocho tubos
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con los titulos de dilucidn, se incluyeron un tubo top estandar (concentracion
maxima de citoquinas capaz de ser detectada por la prueba realizada) y un tubo de
control negativo. La intensidad de la fluorescencia generada al detectar las
citoquinas en plasma fue inversamente proporcional a los titulos de dilucion de los
tubos estandar. Se muestran los dotplots de las fluorescencias generadas con los
diferentes titulos de dilucion en los tubos estandar. La intensidad de la fluorescencia

es proporcional a los niveles en plasma de las citoquinas.

Figura 2: Dotplot de Citoquinas

A. Control negativo B. Titulo 1:256 C. Titulo 1:128 D. Titulo 1:64 E.
Titulo 1:32 F. Titulo 1:16

G. Titulo 1:8 H. Titulo 1:4 1. Titulo 1:2 J. Top standard. De menor a
mayor fluorescencia respectivamente.
Cada linea de eventos representa una citoquina. De superior a
inferior: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN, TNF.

La adquisicion de los tubos estandar permitié generar una curva de calibracion para
cada una de las citoquinas. El rango de la curva estandar individual para cada
citoquina fue de acuerdo con lo estipulado por la prueba BD CBA Human Th1/ Th2
Cytokine Kit II; la cual permite cuantificar el rango dentro de un valor minimo vy
maximo (20 pg /mL, 5.000 pg /mL respectivamente), para cada una de las seis

citoquinas. Mediante la calibracion y ajuste de cada curva, fue posible extrapolar
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valores para intensidades de muestra que no cayeron dentro de los limites de la
curva estandar, permitiendo asi detectar niveles nulos de citoquinas como 0 pg/mL.
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Figura 3: Curvas de Calibracion de Citoquinas

Curvas de calibracion generadas para cada una de las citoquinas cuantificadas

mediante citometria de flujo, BD CBA Human Th1 / Th2 Cytokine Kit II.
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Después de la adquisicion de los tubos estandar, se adquirieron las 5 muestras de
cada uno de los 7 pacientes, correspondiente al dia -1 del proceso del trasplante,
dia +7 (semana 1), +14 (semana 2), +21 (semana 3), +30 (semana 4).

Los datos adquiridos fueron interpretados mediante el software especifico disefiado
y proporcionado por la empresa BD, para el analisis correspondiente y luego ser
convertidos a valores concisos en picogramos por mililitro (pg/mL).

Concomitante al analisis de las citoquinas descritas, se analizaron los linfocitos
totales mediante citomeria de flujo. Dado que los pacientes presentaban citopenias
multilineales profundas durante el proceso del trasplante de células madre
hematopoyéticas, se procedié a tomar en cuenta para el registro, el nivel absoluto
de linfocitos por citometria mediante el marcador de panleucoagregacion CD45, y
no el valor de linfocitos del hemograma. Después se calculo el valor absoluto
mediante doble plataforma, utilizando el valor de leucocitos absolutos del
hemograma. A partir de la estrategia de panleucoagregacion, se procedio a analizar
la cantidad de linfocitos CD3*, CD3*/CD4*, CD3*/CD8*, CD16*/CD56*, CD19* y
ademas se analizé la subpoblacién de linfocitos CD3+ activados mediante el
marcador HLA-DR.

Los analisis de las citoquinas y de las subpoblaciones linfocitarias de los pacientes
fueron realizados a partir de restantes de muestras tomadas para los analisis de
rutina que se realizan en la UTMO del HSJD.

A partir de un tubo de EDTA, se procedio a realizar el siguiente procedimiento para
el analisis de las subpoblaciones de linfocitos para cada uno de los pacientes en los

momentos descritos:





55

Cuadro 5: Descripcién de las subpoblaciones linfocitarias en el laboratorio.

Pasos Descripcidén

1 Se tomaron entre 250-300 uL de la
muestra
2 Se agregaron los anticuerpos
CD45/CD3/CD4/CD8/CD16/CD56/HLA-
DR
3 La muestra de sangre total con los
anticuerpos se incubd durante 15
minutos, foto-protegido
4 Se afadieron 2 mL de solucion de lisis y
se incub6 durante 10 minutos, foto-
protegido
5 Se centrifugd durante 5 minutos a 2000
rpm. Se decanto el sobrenadante
Se anadio 2 mL de solucién de PBS
Se centrifugd durante 5 minutos a 2000
rpm. Se decanto el sobrenadante
8 Se resuspendio el botdon de células en 2
gotas de PBS y se adquirio en el
citometro*
*ldealmente se procurd adquirir 500.000

eventos por muestra

~N| o

El resto de sangre total que restaba en el tubo de EDTA, después de tomar la
muestra para el analisis de linfocitos, se procedio a centrifugarla durante 20 minutos
a 1200 rpm; posteriormente se tomo el plasma sobrenadante y se coloco en un tubo
limpio, se sell6 con tapdn y papel adhesivo, y se procedio a congelarlo a -80 grados
Celsius, hasta la fecha de analisis de las citoquinas, el cual fue realizado en dos
fechas distintas: 29 agosto 2020 y 14 diciembre 2020.

Sesgos y Limitaciones del Estudio

- El sesgo principal es la cantidad reducida de casos. La cantidad de pacientes de
trasplante de células madre hematopoyéticas per se es un procedimiento que se
realiza en pocos pacientes al aio. Durante los meses descritos en que este estudio
fue realizado, la situacién pandémica por COVID-19, repercutié sobre los programas
de trasplante en Costa Rica, limitando la cantidad de trasplantes realizados. De tal
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manera que esto afectd aun mas la cantidad de pacientes incluidos en la
investigacion. Inicialmente se estim6é un numero total de 12 participantes que
eventualmente se trasplantarian en el 2020. Lamentablemente, ante la situacion
mencionada, solo se realizaron 7 trasplantes entre los meses de marzo y noviembre.
No se pudo ampliar la muestra para el aino 2020 con otros centros meédicos, dado
que el trasplante alogénico en adultos no se realiza en ningun otro hospital de la

CCSS; es por esta razon, que la cohorte contempla un numero disminuido de casos.

-En cuanto al analisis propiamente de las citoquinas, una limitante es la fragilidad
de las mismas ante los cambios de temperatura, centrifugacion inapropiada, y
degradacion de las mismas en caso de que las muestras no se centrifuguen y
conserven a la temperatura apropiada en un tiempo prudencial. Sin embargo se
procurd en todo momento, que a partir de la centrifugacion del tubo de EDTA para
la obtencion del plasma, se procediera a la congelacion inmediata del plasma,

logrando asi reducir al maximo la posibilidad de este sesgo.

-Las citopenias profundas durante los primeros 30 dias posteriores al trasplante,
eventualmente podrian afectar las concentraciones en plasma de las citoquinas,
puesto que la sintesis de las mismas dependera de manera importante de la
cantidad de linfocitos que tenga el paciente en sangre periférica (T/B/NK). La
reconstitucion inmune posterior al trasplante es lenta y en definitiva al mes del
trasplante, de ninguna manera habra una reconstitucioén plena. Sin embargo, lo que
haya reconstituido a la cuarta semana del trasplante, ademas de las distintas células
de la inmunidad innata, no determinadas por citometria de flujo en esta
investigacion, pudiera favorecer de cierta manera la sintesis de las citoquinas

investigadas.

-Principalmente en la primera y segunda semana posterior al trasplante, la
leucopenia profunda de los pacientes afecta y limita directamente la sensibilidad de
la citometria de flujo. En este sentido, se establecié en todos los casos, el calculo
absoluto de las subpoblaciones de linfocitos ademas del valor porcentual, que
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ciertamente, la interpretaciéon de las subpoblaciones de linfocitos con base en el
valor porcentual es ineficaz en caso de leucopenias absolutas. Se agrego de rutina
en todas las muestras, el anticuerpo CD45 con el propésito de favorecer una
estrategia de panleucoagregacion (pan-leucogating) y calculo de las
subpoblaciones de linfocitos en doble plataforma.

-A pesar de que se procurd en todo momento realizar las tomas de muestras para
los analisis de citometria de subpoblaciones de linfocitos y citoquinas los dias
descritos en el disefio del estudio (dias -1, +7, +14 , +21 , +30), en algunas
ocasiones no fue posible respetar exactamente el dia descrito, realizando del
analisis +/- 24 horas al propuesto. Esta situacion obedece a dos razones
principalmente: el dia propuesto era durante un fin de semana o feriado, dias en los
que el laboratorio de investigacion permanece cerrado o bien, que precisamente en
ese dia no se tomaron muestras de rutina a los pacientes, y es de destacar, que se
establecio en el disefio del estudio que no se tomarian muestras de sangre
adicionales a los pacientes para la determinacién de las citoquinas; pues siempre
se realizaron a partir de una alicuota pequena de las muestras recolectadas de
manera rutinaria. En este sentido, se establecidé para el analisis estadistico que en
lugar de detallar el dia, se determinara el analisis a partir de la semana posterior al
trasplante en la que se analizaron las muestras (semana 1, 2, 3 y 4 post trasplante).

Tamaino muestral

No se realizaron calculos para eleccidon del tamafio muestral. Se incluy6 el total de

pacientes trasplantados durante el lapso descrito (7 pacientes).

Métodos estadisticos

Debido al tamafio reducido de la muestra, el analisis de datos se realizé de manera
descriptiva para las variables epidemiologicas y caracteristicas clinicas de los
pacientes. Para las determinaciones de las pruebas de CD34* y subpoblaciones
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linfocitarias del injerto, parametros del hemograma, subpoblaciones linfocitarias en
sangre periférica y niveles de citoquinas, se realizé una evaluacion en 5 momentos
durante el seguimiento, los cuales correspondieron a la determinacién un dia previo
al trasplante y posterior a esta fecha, semanalmente hasta la semana 4 de
seguimiento. Se estim6 la media para cada una de las citoquinas en cada uno de
los momentos. La tendencia de la media para cada una de las estimaciones durante
el periodo de seguimiento, fue evaluado por medio de la estimacién del coeficiente
de correlacion de Pearson con la respectiva evaluacion de la significancia.
Posteriormente se evalud la correlacion entre el conteo de CD34" con la
determinacién de las lineas del hemograma. También se establecid correlacion
entre los linfocitos del injerto y las determinaciones de subpoblaciones en sangre
periférica para la semana 4 de seguimiento, la cual fue estimada por medio del
coeficiente de Pearson. Para cada una de las correlaciones entre el injerto y sangre
periférica, se estimo la curva de tendencia para modelos lineales con el respectivo
IC95%. El supuesto de distribucién normal entre las variables para la estimacion del
coeficiente de correlacion de Pearson fue considerado como tal, por el numero
reducido de casos estudiados.

Los analisis de correlacion fueron desarrollados por medio de R version 4.0.2 (R.
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. 2020) y se establecié como
punto critico el valor de 0.05, como estadisticamente significativo.

Consideraciones éticas

El estudio recibié aprobacion definitiva del Comité Etico Cientifico (CEC) del HSJD,
mediante el numero de protocolo 32-2019, en el mes de febrero 2020.

Los datos fueron y continuan siendo resguardados por el investigador principal. La
base de datos que contiene las informaciones de los participantes reclutados se
guardan en un archivo electronico con clave en la computadora del investigador
principal y €l es la unica persona que tiene acceso.

Se sigui6 el procedimiento descrito para la toma del consentimiento informado (Cl)

y/o asentimiento. Los CI que contienen los datos identificadores de los pacientes,
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son resguardados en una carpeta dentro de un archivero con llave por el
investigador principal. Eventualmente, a estos documentos tienen acceso la Dra.
Maria Rodriguez Sevilla (jefe de la Unidad de Trasplante de Médula y tutora del
estudio cientifico) y el Dr. Alberto Alfaro Murillo (investigador principal) unicamente.
A cada uno de los participantes se le asigndé un cédigo mediante un numero
consecutivo como identificador. En la base de datos solo se utilizé el codigo

identificador con el fin de resguardar la informacion sensible.

Para el analisis de los niveles de citoquinas se emitié un reporte con un codigo para
cada participante seguido de un numero identificador del dia post trasplante al que

correspondio la muestra (-1, +7, +14, +21, +30).

Principio de autonomia

Este principio se fundamenta en que una persona tiene la capacidad vy libertad de
elegir de acuerdo con su propio razonamiento. A pesar de que la naturaleza de esta
investigacion es descriptiva y no intervencional, se solicitdé de igual manera el
consentimiento o asentimiento informado, dado que especificamente la
determinacién de citoquinas no es un estudio de laboratorio que se realice de rutina
durante el proceso del trasplante en los pacientes. La determinacion de este
parametro de laboratorio fue con fines meramente investigativos y sin ninguna
intencidn o proposito de toma de decisiones clinicas en los pacientes con base en
los valores obtenidos, debido a la falta de evidencia cientifica de la implicacidon
clinica directa de las citoquinas en la terapéutica del trasplante; por lo tanto, se le
explico detalladamente la paciente al momento del consentimiento informado, que
al tomar la decisién de participar en el estudio no se veria de ninguna manera
afectada su autonomia como paciente, que no se afectaria en lo absoluto el
tratamiento usual que se les brinda durante el proceso del trasplante, y que la
participacion era absolutamente voluntaria con el derecho de retirarse de la

investigacion en cualquier momento, si asi lo quisieran. Ademas, en caso deseado,
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cuando la investigacion sea concluida y publicada se les contactaria para

comentarles los hallazgos encontrados durante la investigacion.

Principio de justicia

El principio de justicia se basa en el trato igualitario de cada persona con la finalidad
de evitar situaciones de desigualdad, discriminacidn y prejuicio de cualquier indole.
Esta investigacion no violenta el principio de justicia. Las condiciones clinicas y de
laboratorio fueron valoradas en igualdad de condiciones para todos los pacientes
trasplantados segun los criterios de inclusion descritos.

Principio de beneficencia

Este principio implica la obligacion de actuar en beneficio de los demas,
promoviendo sus intereses particulares. Este estudio respeta el principio de
beneficencia pues la informacion que se sustrajo de los expedientes clinicos sera
empleada en beneficio de los usuarios del sistema de salud costarricense con el
objetivo de fortalecer el conocimiento cientifico sobre las implicaciones de las
citoquinas y otros aspectos de la fisiopatologia inmune durante el proceso del
trasplante de células madre hematopoyéticas.

Principio de no maleficencia

El principio de no maleficencia se refiere a la abstencion de realizar acciones
perjudiciales o riesgosas para otros. El riesgo que este estudio conlleva es menor
al minimo. El unico riesgo potencial es de la pérdida de la confidencialidad, sin
embargo, el investigador principal la ha resguardado mediante la codificacion de las
hojas de recoleccién de datos y codificacion de los reportes del laboratorio. Cuando
se establece el balance riesgo-beneficio para este estudio, se inclina hacia el
beneficio del conocimiento cientifico y sin riesgos mayores para los participantes.
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CAPIiTULO IV

RESULTADOS

Caracteristicas generales epidemiolégicas y clinicas

Se finalizé el reclutamiento de pacientes con un total de 7, correspondientes a 4
casos de sexo masculino y 3 casos sexo femenino (ver cuadro 6).

Todos los casos correspondieron a trasplante alogénico por enfermedad maligna,
correspondiendo 6 casos a leucemia linfocitica aguda (LLA) y unicamente 1 caso
de leucemia mieloide aguda (LMA).

Del total de los 6 casos de LLA, 3 fueron leucemias B comunes Filadelfia (PH)
negativas, 1 caso B comun PH+ (gen de fusién BCR-ABL), y 2 casos se trataban de
LLA por deleciones en el gen IKZF1, un caso con delecion completa del exon 1 al 8
del gen, y otro caso con delecion del exdn 4-7. El unico caso de LMA, se trataba de
leucemia promielocitica aguda (M3).

Del total de pacientes, 3 casos fueron recaidas de la leucemia, correspondientes al
caso de LMA-M3, el unico caso de LLA PH+ y un caso de IKZF1. El resto se trataba
de remisiones tardias o refractariedad al tratamiento de la leucemia.

De los 7 pacientes, 3 fueron menores de edad. Al momento del trasplante, el
paciente de menor edad tenia 13 afos y el de mayor edad 35 afios; con una media
de 24.8 afnos al momento del trasplante.

Con respecto al tiempo transcurrido entre el diagnostico y el trasplante, los casos
de LMA-M3 y LLA-PH+ que fueron recaidas en el 2019, se trasplantaron en el 2020.
El caso de LLA-IKZF1 con delecion del exon 4-7, la recaida fue en el 2015. El resto
de casos que se trataron de remision tardia o refractariedad, fueron trasplantados
entre 1-2 afos posteriores al diagndstico. Este grupo incluia 3 casos de LLA PH-y
1 caso de IKZF1 con delecion completa del gen.
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Cuadro 6: Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas del trasplante.

Abreviaturas: Pt paciente, HSCT trasplante de células madre hematopoyéticas (por sus siglas en inglés), Dx
diagnéstico, cond condicionamiento, EIVH enfermedad injerto vs huésped (por sus siglas en inglés), HLA
complejo mayor de histocompatibilidad, MSD Donador hermano compatible (por sus siglas en inglés), CMV
citomegalovirus, R/D receptor/donador, LMA leucemia mieloide aguda, LLA leucemia linfocitica aguda, PH
cromosoma Filadelfia, IKZF1 Familia IKAROS Dedos de Zinc 1 (por sus siglas en inglés), Mel melfalan, Cy
ciclofosfamida, Mtx metotrexate, CSA ciclosporina, MMF micofenolato mofetilo, TAC tacrolimus, MPN
metilprednisolona, PBSC células madre de sangre periférica (por sus siglas en inglés).

Todos los 7 pacientes trasplantados recibieron como fuente de injerto células madre
periféricas mediante movilizacion con factor estimulante de colonias y recoleccion
mediante leucoaféresis. Respecto a la compatibilidad de HLA, solo 2 casos fueron
trasplantados con una compatibilidad 8/8 alelos, de donadores relacionados
idénticos. Los 5 restantes fueron trasplantes haploidénticos familiares,
correspondientes a 2 de donadores maternos, 2 haploidénticos de medios
hermanos donadores y 1 haploidéntico de hijo donador. Ningun caso correspondio
a donadores no relacionados. Los 4 pacientes de sexo masculino recibieron el
injerto de donadoras femeninas. Todos los donadores al momento de la recoleccion

tenian <40 anos de edad.

Régimen de condicionamiento y profilaxis enfermedad injerto vs huésped

El total de casos recibid RIC, ninguno fue sometido a régimen MAC. Unicamente
un caso de LLA — IKZF1 recibid irradiacién linfoide total (TLI) como parte del
protocolo de condicionamiento. Los 2 alogénicos idénticos recibieron ciclofosfamida
50-60 mg/Kg/d los dias -4 y -3 y melfalan 140 mg/m? el dia -2. Los casos

Edad = Régimen D'eplefnén fn Profilaxis Fuente HLA Diade| Edad |CD34+/Kg Sk
Pt | Sexo al Dx Basal vivo células T del ) ) Status
al Dx Cond. ) EIVH ) mismatch | Injerto |Donador| (x1076)
HSCT (dosis) Injerto (R/D)
PO1 M 32 35 LMA-M3 MelCy No recibido Mtx-CSA PBSC MSD-8/8 D+13 24 6,8 NR/NR
P02 M 31 33 | comun PH- MelCy No recibido Mtx-CSA PBSC MSD-8/8 D+16 35 5 +/+
LLA-B Cy Haploidéntico
P03 F 28 29 |comlnPH+| FluMel |(50mg/kg/dia)| MMF-TAC PBSC hijo D+24 9 4,2 +/+
LLA-B Cy Haploidéntico
P04 F 32 33 | comun PH- FluMel |(50mg/kg/dia)| MMF-TAC PBSC hermana D+26 23 7,38 +/NR
LLA-B- del. Cy Haploidéntico
P05 F 13 15 |ex 4-7 IKZF1| TLI-FluMel |(50mg/kg/dia)| MMF-TAC PBSC hermano D+25 18 10,9 +/NR
LLA-B- del. (2.5 MPD-MMF- Haploidéntico
P06 M 12 13 |ex 1-8 IKZF1 FluMel mg/kg/dia) TAC PBSC materno D+12 38 7,3 +/+
LLA-B Cy Haploidéntico
P07 M 16 16 | comun PH- FluMel (50mg/kg/dia)| MMF-TAC PBSC materno D+21 33 5,2 +/NR
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haplidénticos familiares recibieron fludarabina 30 mg/m?/d del -7 al -3 y melfalan 140
mg/m2 el dia -2. Un caso de IKZF1 recibié TLI 8 Gy divididos en 10 fracciones
aunado al esquema Flu/Mel. El otro caso de IKZF1 no recibié TLI, pero se diferencio
en el resto de los haploidénticos en que la fludarabina fue administrada del dia -8 al
-3 y el melfalan dividido entre los dias -4 y -3 (70 mg/m?/cada dia).

Con respecto a la deplecion de linfocitos T, los trasplantados de donadores idénticos
relacionados no recibieron ningun tipo de deplecion de células T; por su parte, todos
los casos trasplantados de donadores haploidénticos familiares recibieron deplecion
T in vivo, 4 con ciclofosfamida (50 mg/Kg/d) los dias +3 y +4 y 1 con
inmunoglobulina antitimocito de conejo (2.5 mg/Kg/d) los dias -2 y -1 (ver cuadro 6).
La profilaxis de EIVH para los casos de donadores HLA idénticos, consistio en
metotrexate 15 mg/m? el dia +1 y 10 mg/m? los dias +3, +6, +11 en conjunto con
ciclosporina 4.3 mg/Kg cada 12 horas el dia -1 al +2, luego, desde el dia +3, 2.3
mg/Kg cada 12 horas. Los dias +2, +4, +7 y +12 se administr6 acido folinico IV a
todos los casos como profilaxis de toxicidad posterior a cada dosis de metotrexate.
La profilaxis de EIVH para los casos haploidénticos consisti6 en el uso de
micofenolato 500 mg cada 12 horas como dosis estandar para los adultos y para el
paciente de menor edad, se utilizé6 a dosis de 15 mg/Kg/dia divido en dos dosis.
Aunado a este farmaco, se utilizé tacrolimus 0.1 mg/kg/dia dividido en dos dosis.
Unicamente en 1 caso se utilizé MPD como parte del esquema de profilaxis.
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Figura 4: Condicionamiento vs Reconstitucion del Hemograma

A. Descripcion comparativa de linfocitos CD45+/uL, B. Leucocitos totales
notacion 103, C. Hemoglobina g/dL, D. Plaguetas en notacién 103, versus
condicionamientos utilizados. Abreviaturas Mel Melfalan, Cy Ciclofosfamida, Flu
Fludarabina, PTCy Ciclofosfamida postrasplante.

Se observo que la implementacion de PTCy en los haploidénticos definitivamente
afecta la reconsititucion de linfocitos CD45*y de plaquetas, generando disociacion
de las lineas descriptivas desde la semana 1 hasta la semana 4 posterior al
trasplante (ver grafico Ay D figura 4). La concentracion de hemoglobina no mostro
diferencias notorias con el uso de PTCy. La concentracidon de leucocitos
eventualmente mostré un retraso en la reconstitucion con PTCy desde la semana
1; sin embargo, alcanzé la tendencia de los pacientes que no recibieron deplecion

de linfocitos T en la semana 4 posterior al trasplante (ver grafico C y B figura 4).

Del total de pacientes, unicamente 1 haploidéntico IKZF1, fue condicionado con
TLI; no obstante, al ser solo un paciente no es posible comparar si la TLI afecté o
no la reconstitucion de las lineas celulares a la semana 4; de igual manera, este

caso recibio también PTCy; y en la semana 4, no presentd una tendencia distinta
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de las lineas celulares del resto de los haploidénticos. El unico caso haploidéntico
gue presentd una tendencia mucho mayor de leucocitos y plaquetas a la semana 4

posterior al trasplante, fue el paciente que recibio ATG en lugar de PTCy.

Dia de injerto o implantacion

Con respecto al dia de injerto o implantacién, se encontré un rango del dia +12 al
+26. El caso con el dia de injerto mas temprano fue un caso de LLA IKZF1
haploidéntico, seguidos por los 2 casos idénticos relacionados que injertaron los
dias +13 y +16. El resto de casos haploidénticos tuvieron los dias de injerto muy
similares. La media de implantacion fue al dia +19.5. En ninguno se presento falla
del injerto.

Sero-estatus de CMV receptor/donador

Finalmente, respecto a las caracteristicas generales, se encontré unicamente en 2
casos haploidénticos y 1 caso alogénico idéntico, el estudio seroldgico completo de
CMV tanto para el receptor como para el donador (R/D) previo al trasplante, los 3
casos con serologias positivas (+/+) para R/D. El caso alo-idéntico restante no tenia
estudios seroldgicos en receptor ni donador. Los haploidénticos restantes eran
positivos para los receptores pero no tenian realizado el estudio ninguno de los 3
donadores. Ninguno de los 2 alo-idénticos presentd replicacion por CMV a la
semana 4 posterior al trasplante. De los 5 casos haploidénticos, 2 presentaron
replicacion por CMV entre la semana 2 y 4 posterior al trasplante, y en ambos el
estado serolégico R/D era +/+.

Subpoblaciones linfocitarias contenidas en el injerto segun la edad del
donador

Todos los donadores tuvieron una edad al momento de la donaciéon menor a 40
afos, el donador mas joven fue de 9 anos y el de mayor edad, 38 afios, para una
media de edad de los donadores de 25.7 anos.





66

El total de donadores recibié G-CSF durante 5 dias para la movilizacion de células
madre desde la médula 6sea a sangre periférica y posteriormente se recolectaron
mediante leucoaféresis. El producto de recoleccién fue procesado en el Laboratorio
de Hematologia Especializado del HSJD, en donde se realizé un procedimiento de
plasmarreduccion y se conservaron las células con dimetilsulféxido (DMSO).

Con respecto a las subpoblaciones contenidas en el injerto segun edad del donador
(ver figura 5), se encontr6 que los valores absolutos de CD3*, CD3*/CD4",
CD3*/CD8* tuvieron una distribucion similar, con excepcion del donador de 35 afios
que mostré un numero absoluto de células T del injerto con franca elevacion por
encima del resto de donadores. El donador de mayor edad, mostréo la menor
cantidad de células T contenidas en el injerto.

CD3+ x10/6 del injerto CD4+ x1076 del injerto
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Figura 5: Linfocitos del Injerto vs Edad de los Donadores

Conteo absoluto expresado en notacién 10°, para las células T y B contenidas en
el injerto, segun la edad de los donadores.
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Por su parte, la cantidad de células NK y células B fue mayor en los injertos de los
donadores de menor edad, correspondientes a los 9, 18 y 23 afios (ver figura 5 y
figura 6).

Globalmente, la subpoblacion linfocitaria predominante en los injertos fue las células
T, seguidas de los linfocitos B y NK, respectivamente. Lamentablemente en el
donador de 35 afios de edad, no se realizo el conteo de células NK ni B.

El conteo absoluto de células madre (CD34%) fue mayor en los donadores menores
de 30 anos de edad; con excepcién del menor, de 9 anos, y el donador mayor, de
38 anos. El de 9 anos presentd el conteo menor de células madre y por esta razon
se requirid en este unico caso, la realizacion de dos aféresis recolectoras. El
donador de 38 afios, fue el que presentod la mayor cantidad de células madre sobre
los 6 donadores restantes (ver figura 6).

CD16/CD56+ x1076 del injerto CD34+ x1076 abs de la leucoaféresis segtin
4000 3707 edad del donador

3500 3.028 900 833
3000 651
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2500 2372 623

494
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1.498 500 362 406
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1.175 1.156

1000 300 230

| ND 100
0 . 0
9 18 23 24 33 35 38 9 18 23 24 33 35 38

Figura 6: Células NK y CD34+ Segun Edad del Donador

Conteo absoluto expresado en notacién 10°, para las células NK y CD34*
contenidas en el injerto, segun la edad de los donadores.

Células CD34* y CD3" del injerto

El rango de células madre CD34"infundidas en los pacientes fue de 5.0-10.9
x108/Kg receptor, con una media de 6.7 x108/Kg.

El rango de linfocitos T CD3* fue de 227-1052 x108/Kg receptor, con una media de
428 x108/Kg. La gran mayoria de pacientes cursaron con tendencias de linfocitos T
por Kg receptores similares; sin embargo el paciente 2 recibié una cantidad absoluta

muy elevada de linfocitos T contenidos en el injerto, eventualmente afectando la
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media. No se investigo si existia en el donador alguna etiologia que explicara la
elevacion franca de los linfocitos T en el injerto de este paciente. Excluyendo a este
caso en particular, cuya cantidad de linfocitos T recibida fue desproporcionalmente
elevada al resto de los pacientes, la media fue de 305 x108/Kg receptor.

Al comparar el conteo de CD34* versus CD3" contenidas en el injerto se documento
que a un numero mayor de CD34* contenidas en el injerto no hay un numero mayor
de células T, unicamente se evidencido que la cantidad de ambas células fue
directamente proporcional en el paciente numero 07. Este hallazgo se encontro al
comparar ambos tipos celulares en numeros absolutos por microlitros de una
alicuota de la leucoaféresis, asi como en el valor total expresado en notacion
cientifica por 108 y también al dividir ambas cifras celulares por kilogramo de peso
del receptor (ver figura 7).

Se evidencié de manera no significativa (p=0.46), una correlacién decreciente entre
la cantidad CD3*/Kg y CD34%/Kg (ver figura 8).

En sintesis, segun lo descrito en esta investigacion clinica, no se puede afirmar que
a mayor numero de células madre contenidas en el injerto, exista un mayor numero

de linfocitos T, por el contrario, los valores fueron inversamente proporcionales.
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Figura 7: Células CD34+ vs CD3+ del injerto

Células CD34* absolutas/uL, CD34*/Kg receptor y absolutas en notacion por 10°
versus células CD3* contenidas en el injerto de la leucoaféresis. No se observé
que a mayor numero de células madre contenidas en el injerto exista un mayor

numero de linfocitos T
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Figura 8: Correlacion analitica de CD34+/Kg vs CD3+/Kg del injerto
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Del total de los 5 casos de trasplante haploidéntico, 4 presentaron EIVH aguda
cutanea. No se documentd ningun caso al menos hasta la semana 4 posterior al
trasplante, injerto gastrointestinal ni hepatico. 3 de los 4 casos con EIVH cutanea,
presentd una cantidad de CD3*/Kg receptor mayor a la media (305 x108/Kg
receptor). El caso restante haploidéntico que mostré EIVH cutanea, recibié 290
x108/Kg de células T, el injerto fue grado Il y el donador en este caso particular fue
un paciente masculino de 9 afnos de edad. Los dos casos de trasplantes alogénicos
idénticos no presentaron EIVH al dia +30 de seguimiento.

En lo que respecta a la replicacion de virus oportunistas, los 2 casos que recibieron
menor cantidad de CD3*/Kg, presentaron replicacion de distintos virus
simultaneamente. Un caso recibié 290 CD3*/Kg y presento replicacion de HHV-6 y
CMV en lasemana 2y 3 post trasplante. El otro caso recibié 316 CD3*/Kg y presento
replicacion de CMV y BK en la semana 3 y 4 post trasplante. Ninguno presento
enfermedad por CMV.

En el total de los 7 pacientes, no se encontré una mayor o menor incidencia de EIVH
aguda segun la media de CD34'/Kg receptor (6.7x10%/Kg). De los 4 casos
haploidénticos, 2 presentaron EIVH cutanea con conteo de CD34*/Kg por encima
de la media y 2 con un conteo debajo de la media. Sin embargo, los 2 casos

haploidénticos con CD34* < 6.7x10%/Kg presentaron EIVH de mayor grado (grado
).

Subpoblaciones linfocitarias contenidas en el injerto

Se documento que del total de linfocitos, el rango de las células CD4* fue de 6.658-
50.019 x 108, con una media de 17.404 x10°. El rango de las células CD8" fue de
3.499-33.373 x10°, con una media en 11.622 x10°. La media de CD8* x10%/Kg fue
de 169, con un minimo de 87 en el paciente 6 y un maximo de 417 en el paciente 2.
El paciente con mayor cantidad de CD8*/Kg, no present6 EIVH al dia +30. El caso
haploidéntico con menor cantidad de CD8* x108/Kg si presentd EIVH.
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No se encontré que en los pacientes con un valor por encima de la media de CD4*
ni CD8* tuvieran mas EIVH al dia +30 en comparacién con los pacientes que
estuvieron por debajo de la media para ambas subpoblaciones T. El paciente que
recibié la mayor cantidad de células CD4* y CD8" en el injerto, fue el paciente 02,
un caso alogénico idéntico relacionado y tampoco presentd EIVH aguda (ver grafico
B figura 9).

Con respecto a la relacion CD4/CD8 del injerto, se encontrd 3 casos haploidénticos
con una relacion aumentada en 1.8, 2.6 y 2.0 correspondiente al paciente 04, 06 y
07, respectivamente. Dos de estos casos presentaron EIVH cutanea (ver grafico B
figura 9). Se documenté ademas, que entre mayor numero de linfocitos T absolutos
tuvieron todos los injertos, se alcanzé un mayor numero de CD3/Kg de peso del
receptor (ver grafico D figura 9).

El rango de células B absolutas contenidas en el injerto, obtuvo un rango de 3.057-
12.859 x10°. No se realizo el conteo de estos linfocitos en el paciente 02, por lo
tanto no se obtuvo este valor. Los injertos de los receptores 03 y 05 obtuvieron los
valores mas elevados de células B, correspondientes a 7.882 y 12.850 x10°

respectivamente, presentaron EIVH cutaneo grado Il (ver grafico A figura 9).

El conteo absoluto de células NK se encontré en un rango de 1.156-3707 x10°. La
dosis recibida por kilogramo de peso receptor varié entre 16-53/Kg x10°. No se
evidencio que a una mayor o menor cantidad de NK, existiera presencia o ausencia
de EIVH. Sin embargo, el unico caso haploidéntico que no presentd EIVH, en igual
condicion de protocolo de condicionamiento y deplecion de células T que el resto
del grupo, fue el que tenia la mayor cantidad de NK en el injerto. Los dos pacientes
haploidénticos que presentaron menor cantidad de NK/Kg, fueron los unicos dos
casos que presentaron replicacion viral por BK a la semana 4 posterior al trasplante.
(Ver grafico C figura 9).
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A. Linfocitos B absolutos del injerto. B. Linfocitos CD4* y CD8" del injerto y la
relacion correspondiente CD4/CD8. C. Linfocitos NK absolutos del injerto. D.

Linfocitos T absolutos del injerto versus T por Kilogramo de peso del receptor.

Células CD34*/Kg versus reconstitucion de lineas celulares del hemograma

No se documenté que a una mayor cantidad de CD34*/Kg hubiera una mayor

cantidad de plaquetas a la semana 4 posterior al trasplante. Por el contrario, se

evidencid que a mayor cantidad de células madre, hubo una menor cifra de

plaquetas (p=0.50) y de hemoglobina (p=0.64).

El numero de pacientes no permitid establecer si un injerto mas temprano de

plaquetas se asocié con una mayor cantidad de CD34*/Kg (ver figura 10).
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Correlacion conteo CD34+/Kg de injerto vs nivel de hemoglobina*
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Figura 10: Correlacion analitica de CD34+/Kg del injerto vs hemoglobina y plaquetas al dia +30

Se evidencié de manera significativa (p=0.06), una correlacion creciente entre el

conteo absoluto de leucocitos/uL x10° y el conteo de CD34*/Kg x10° a la semana 4

de seguimiento. (Ver figura 11).
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Figura 11: Correlacion analitica de CD34+/Kg del injerto vs leucocitos absolutos al dia +30 del alo-

HSCT.
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Subpoblaciones linfocitarias del injerto y periféricas al dia +30 post
trasplante

La determinacion de la correlacion entre el conteo de linfocitos CD8* x108 del injerto
en relacion con el conteo de linfocitos CD8" en sangre periférica para la semana 4
de seguimiento, evidencid contar con una correlacion creciente y significativa
(r=0.77, p=0.04). El mismo hallazgo se encontré para las células T CD4*, con
correlacion creciente; sin embargo, no significativa (0.10) (ver grafico A y B,

respectivamente de la figura 12).

En el caso de las células NK, no se pudo observar esta correlacion encontrada en

los linfocitos T (ver figura 13).

Correlacion conteo CD8+ de injerto vs conteo CD8+ de sangre periférica* Correlacion conteo CD4+ de injerto vs conteo CD4+ de sangre periférica*

r=0.67,p=0.10
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Figura 12: Correlacion analitica de CD4+ y CD8+ del injerto vs CD4+ y CD8+ en sangre periférica
al dia +30 del alo-HSCT
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Correlacion conteo CD16/56 de injerto vs conteo CD16/56 de sangre periférica*
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Figura 13: Correlacion analitica de linfocitos NK del injerto vs NK en sangre periférica al dia +30 del
alo-HSCT
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Figura 14: Tendencias de la media (IC95%) de CD3+/uL y % CD3+HLA-DR+ para el dia -1, S1, S2,
S3 y 84 posterior al trasplante alogénico.

En la figura 14 se muestra una tendencia significativa en aumento de las células
CD3*/uL en sangre periférica, desde la semana 2 posterior al trasplante. La media
mas alta se evidencio para la semana 4. A pesar de ello, la correlacion para la media
mas alta de los linfocitos T activados (CD3* HLA-DR™) fue en la semana 3, con un
valor de media de 74.0 % (1C95%:61.25-86.75). El valor porcentual de los linfocitos
T activado fue calculado del total de los linfocitos T CD3". Este hallazgo traduce que
la activacion de linfocitos T CD3", no correlaciond con el punto mas alto del valor
absoluto de los mismos; es decir, la mayor activacion de los linfocitos T fue
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independiente de la elevacion absoluta. En la semana 3, inicid la presentacion de
EIVH y replicaciones virales en los pacientes, continuando en la semana 4.

Citoquinas

El tamafo de la muestra de este estudio, no permitié realizar ningun tipo de
correlaciéon entre las citoquinas determinadas y las distintas complicaciones
inflamatorias que acompanan al proceso del trasplante; por lo tanto, el objetivo
general de esta investigacion no pudo ser cumplido, ni la pregunta de investigacion
respondida.

Por lo tanto no se pudo establecer diferencias entre los niveles plasmaticos de
citoquinas y los esquemas de profilaxis de EIVH, las complicaciones infecciosas,
fiebre neutropénica, EIVH per se, sindrome de disfuncién endotelial temprana,
mucositis, ni con terapia transfusional.

Sin embargo, se establecieron graficos descriptivos de tendencia desde el dia -1 del
trasplante hasta la semana 4, con el propésito de observar la tendencia de la media
de cada citoquina, en cada uno de los diferentes momentos del trasplante en que

se determinaron.

La media de IFN gamma segun los diversos momentos de determinacion,
evidencié ser de 0.80 (1C95%:0.09-1.51) pg/mL para el dia -1, 1.21 (IC95% 0.19-
2.24) pg/mL para la primera semana, 1.49 (1C95%:0.41-2.57) pg/mL para la semana
2,1.14 (1C95%:0.36-1.92) pg/mL para la tercera y de 1.58 (1C95%:0.44-2.71) pg/mL
para la ultima. La evaluacion de la correlacion de los niveles medios de IFN gamma
segun el seguimiento evidencido una correlacion positiva durante el periodo de

seguimiento sin demostrar ser significativa (r=0.75, p=0.14). (Ver figura15).

La media de TNFa segun los diversos momentos de determinacion, evidencio ser
de 1.17 (IC95%:0.55-1.79) pg/mL para el dia -1, 1.24 (IC95% 0.67-1.81) pg/mL para
la primera semana, 1.28 (IC95%:0.61-1.94) pg/mL para la segunda, 1.8
(1C95%:0.54-1.81) pg/mL para la tercera y de 0.96 (IC95%:0.45-1.46) pg/mL para
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la ultima semana. La evaluacion de la correlacion de los niveles medios de TNFa
segun el seguimiento evidencié una correlacidon negativa durante el periodo de

seguimiento sin demostrar ser significativa (r=-0.63, p=0.25) (ver figura 15).

TNFa IFN gamma

(r=-063p=0.25 4 (r=075p=014

Media (pg/mL)
Media (pg/mL)

D-1 S1 S4 D-1 S1 S4

Evaluacion Evaluacion
D-1:Dia Previo al Trasplante, S1: Semana 1, S2:Semana 2, S3:Semana 3, S4:Semana 4 D-1:Dia Previo al Trasplante, S1: Semana 1, S2:Semana 2, S3:Semana 3, S4:Semana 4

Figura 15: Tendencias de la media (IC95%) de TNFa e IFN gamma para el dia -1, S1, S2, S3 y S4
posterior al trasplante alogénico.

La media de IL-2 segun los diversos momentos de determinacion, evidencio ser
de 1.09 (IC95%:0.44-1.74) pg/mL para el dia -1, 1.13 (IC95% 0.51-1.76) pg/mL para
la primera semana, 1.13 (IC95%:0.52-1.74) pg/mL para la 2, 1.16 (1C95%:0.52-
1.79) pg/mL para la tercera y de 1.06 (IC95%:0.39-1.73) pg/mL para la ultima. La
evaluacion de la correlacion de los niveles medios de IL-2 segun el seguimiento
evidencio una correlacion negativa durante el periodo de seguimiento sin demostrar

ser significativa (r=-0.13, p=0.83) (ver figura 16).

La media de IL-4 segun los diversos momentos de determinacion, evidencio ser
de 2.68 (IC95%:1.56-3.79) pg/mL para el dia -1, 2.76 (IC95% 1.65-3.88) pg/mL para
la primera semana, 2.71 (IC95%:1.53-3.89) pg/mL para la 2, 2.66 (1C95%:1.45-
3.86) pg/mL para la tercera y de 2.56 (1C95%:1.39-3.73) pg/mL para la ultima . La
evaluacion de la correlacion de los niveles medios de IL-4 segun el seguimiento
evidencio una correlacion negativa durante el periodo de seguimiento sin demostrar

ser significativa (r=-0.72, p=0.16). (Ver figura 16).
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Interleucina-2 Interleucina-4

2.0 r=-013,p=0.83 4 r=-072,p=0.16

Media (pg/mL)

D-1 S1 S4 D-1 S1 S2 S4
Evaluacion
D-1:Dia Previo al Trasplante, S1: Semana 1, S2:Semana 2, S3:Semana 3, S4:Semana 4 D-1:Dia Previo al Trasplante, S1: Semana 1, S2:Semana 2, S3:Semana 3, S4:Semana 4

Figura 16: Tendencias de la media (IC95%) de IL-2 e IL-4 para el dia -1, S1, S2, S3 y S4 posterior
al trasplante alogénico.

Evaluacion

Por lo tanto, ante la constancia de los valores de la media de la TNFa, IFN gamma,
IL-2 e IL4; no se observo que exista alguna implicacion clinica en la cinética de estas
citoquinas durante los distintos fendmenos inflamatorios no infecciosos e

infecciosos ocurridos durante el primer mes posterior al trasplante.

Por otra parte, la determinacion media de IL-6 segun los diversos momentos de
determinacién evidencié ser de 8.0 (1C95%:2.03-13.97) pg/mL para el dia -1, 27.87
(IC95% 18.64-37.11) pg/mL para la primera semana, 9.79 (1C95%:6.28-13.29)
pg/mL para la 2, 4.87 (1C95%:3.22-6.52) pg/mL para la tercera y de 8.78
(1C95%:1.54-19.10) pg/mL para la ultima. La evaluacién de la correlacion de los
niveles medios de IL-6 segun el seguimiento evidencié una correlacion negativa
durante el periodo de seguimiento sin demostrar ser significativa (r=-0.37, p=0.54)
(ver figura 17).

La determinacion media de IL-10 segun los diversos momentos de determinacion
evidencié ser de 1.94 (1C95%:1.22-2.66) pg/mL para el dia -1, 3.07 (IC95% 0.51-
5.63) pg/mL para la primera semana, 3.86 (1C95%:0.77-6.95) pg/mL parala 2, 2.37
(1C95%:1.21-3.54) pg/mL para la tercera y de 1.70 (IC95%:1.22-2.18) pg/mL para
la ultima. La evaluacion de la correlacion de los niveles medios de IL-10 segun el





79

seguimiento evidencié una correlacion negativa durante el periodo de seguimiento

sin demostrar ser significativa (r=-0.21, p=0.73) (ver figura 17).

Interleucina-6 Interleucina-10

404 r=-0.37 p=0.54 10.01 (r=-0.21 p=073

Media (pg/mL)
Media (pg/mL)

D-1 51 52 53 S4 D-1 S1 52
Evaluacion Evaluacion
D-1:Dia Previo al Trasplante, S1: Semana 1, S2:Semana 2, S3:Semana 3, S4:Semana 4 D-1:Dia Previo al Trasplante, S1: Semana 1, S2:Semana 2, S3:Semana 3, S4:Semana 4

Figura 17: Tendencias de la media (IC95%) de IL-6 e IL-10 para el dia -1, S1, S2, S3 y S4 posterior
al trasplante alogénico.

53 S4

A pesar de que los resultados de |IL-6 muestran una tendencia al descenso, al igual
que practicamente el resto de las interleucinas determinadas, con excepcion del IFN
gamma; se observé que la tendencia de la media de esta interleucina en la semana
1 del trasplante fue mayor al resto de las semanas. Excluyendo a la semana 1, la
semana 4 presento la determinacién mas alta de la media de IL-6 (ver figura 17).

En la semana 1 posterior al trasplante, destacaron distintos fendmenos que explican
esta elevacion de IL-6 sobre el resto de semanas, como es el caso de presencia de
mucositis y fiebre con neutropenia en los 7 pacientes, 2 pacientes presentaron
bacteriemia en esta semana, 1 paciente presentd sindrome de preinjerto o
preimplantacion, 1 paciente presento replicacion de HHSV-6; de hecho, este caso
fue el que tuvo el valor mas alto de IL-6 para la semana 1 y dos pacientes
presentaron infecciones (infeccion del tracto urinario y sinusitis aguda). Se encontré
a su vez, que el promedio mas alto de la proteina C reactiva fue en la semana 2, lo

cual podria ser secundario al aumento de la IL-6 en la semana 1.

Exceptuando la semana 1, en la semana 4 también ocurrieron ciertos eventos no
presentados en las otras semanas; favoreciendo el aumento de la media de la IL-6;

como es el caso de las EIVH cutaneas de todos los pacientes y replicaciones virales
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encontradas por HHSV-6, CMV y BK. Ningun paciente tuvo replicacion de VEB, ADV

ni JC, al menos hasta la cuarta semana posterior al trasplante.

Excluyendo el sindrome de preinjerto, no hubo evidencia de ningun tipo de sindrome
de disfuncién endotelial temprana.

Ningun caso presentd fugemia, unicamente el caso 07 presentd un betaglucano
positivo a la semana 3, pero sin hongo identificado en los hemocultivos.
Dichosamente ninguno de los 7 casos presento shock distributivo ni séptico durante

el primer mes del trasplante.

La IL-10 presentd la media mas alta durante la semana 2. Llama la atencidén, que

este aumento fue posterior al descrito para la IL-6, en la semana 1.

No obstante, por la limitacion del tamafio de la muestra, no se logré establecer
comparaciones de niveles de citoquinas, entre grupos de pacientes que presentaran
estas complicaciones y los que no. Por esta razén, tampoco se pudo establecer,
cual de todas las complicaciones mencionadas representan el mayor riesgo para la

elevacion de la IL-6 e IL-10.
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CAPITULO V
DISCUSION

Caracteristicas generales epidemiolégicas y clinicas

A la fecha, el HSJD tiene la capacidad de realizar la tipificacién de los genes HLA-
A, HLA-B y HLA-C para HLA Clase | y HLA-DRB1 para HLA Clase Il, con su
respectivo alelo y proteina especifica de alelo. Solo dos casos presentaron opcion
de donadores idénticos. El resto de pacientes ante la ausencia de donadores
idénticos relacionados, tuvieron la unica opcidn de someterse al trasplante
haploidéntico familiar.

Actualmente Costa Rica no cuenta con programas de donacioén de células madre
de donantes no relacionados. Por su parte, se cuenta con un banco de cordon
umbilical en vias de desarrollo, con pocas unidades y por el momento no se realizan
trasplantes de células de cordon. Actualmente, en el HSJD solamente se realizan
trasplantes de células madre movilizadas a sangre periférica y recolectada mediante
lecucoaféresis, en todos los casos alogénicos. Solamente los trasplantes de anemia

aplasica, se realizan con fuente de médula 6sea pura.

La recomendacion mas reciente de la Sociedad Europea de Trasplante de Médula
Osea (EBMT) para el adulto >18 afios, es la utilizacién del injerto de células madre
de sangre periférica para el trasplante alogénico de las leucemias, con utilizacion
de RIC, por el efecto mayor de injerto versus tumor que posee esta fuente de injerto
en comparacion con la médula 6sea. El injerto periférico, permite una mejor
sobrevida en los receptores de alo-trasplante. Sin embargo, el riesgo de desarrollar
EIVH crdénica es mucho mayor que los receptores de injerto de médula. Se requieren
estudios prospectivos con periodos prolongados de seguimiento, que demuestren
si el beneficio del efecto injerto versus leucemia de los trasplantes periféricos,
supera el riesgo y posibles complicaciones de la EIVH crénica.>* Ademas de ello, la
realidad actual para el HSJD, es que la logistica del funcionamiento del hospital,
hace mas factible el injerto de leucoaféresis que el de médula pura.
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Por el contrario, en el caso de nifilos y adolescentes <18 afios, la evidencia muestra
que para enfermedad maligna, hay mejor sobrevida libre de enfermedad con injerto
de médula 6sea que de sangre periférica.®

En el caso particular de las LLA en pediatria, se ha demostrado segun ultima
evidencia, que el trasplante con células madre periféricas, implica un mayor riesgo
de EIVH cronica y de mortalidad no asociada a recaida; sin tener ningun beneficio
positivo en la disminucion de recaidas. Por lo tanto, contrario a lo que se ha
demostrado en adultos, el injerto de células madre movilizadas a sangre periférica
debe ser considerado en nifios unicamente cuando no exista la posibilidad de
realizar el trasplante con médula 6sea. Sin embargo, la razén por la cual no existe
en nifos un mejor beneficio sobre la recaida de la leucemia con la utilizacion de
injerto periférico, como en el adulto, no es clara al momento.56-%7

La eleccion del donador haploidéntico es todo un desafio, pues dentro de las
multiples complicaciones que lo caracterizan sobre el alo-idéntico, destacan no solo
la EIVH, sino también una posibilidad mayor de falla primaria del injerto y una
reconstitucién inmunoldgica tardia.>®

Durante el proceso de eleccién de los donadores para los pacientes del estudio, la
edad fue tomada en cuenta en todos los casos, contemplando la posibilidad de
elegir donadores <40 afos de edad. La evidencia es clara que entre mas jovenes
los donadores, son mejor opcion para el receptor, ya que, se asocia a una menor
incidencia de EIVH aguda y crénica, una mejor sobrevida y rapida
inmunoreconstitucion en comparacion con donadores de mayor edad.®®

Los pacientes que mas se benefician de donadores jévenes son los mayores a los
40 anos de edad, en caso de receptores menores de 40 afos, como todos los
receptores de este estudio, no se ha demostrado diferencia entre usar o no
donadores jovenes.50-6"

Sin embargo se ha demostrado también, que independientemente de que se utilicen
injertos de donadores haploidénticos < 30 afios, los pacientes receptores = 55 afios,
poseen una menor sobrevida a los 2 afios posterior al trasplante, que los receptores
<54 anos que reciban injertos de donadores < 30 afos, incluso, independientemente
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de la relacién familiar; en otras palabras, la edad del receptor adulto es mas
importante en cuanto respecta a la sobrevida, que la edad del donador y parentesco
que tenga con él.%?

Sin embargo, para definir si hay una mejor reconstitucién inmune con injertos
jovenes en los pacientes de este estudio; no se puede afirmar por el momento,
puesto que se necesitaria un tiempo de seguimiento mayor a 30 dias.

Dado que los 4 receptores masculinos del estudio, recibieron injerto proveniente de
mujeres, debe tomarse en cuenta, que existe un riesgo aumentado de EIVH debido
a la presencia de antigenos menores de histocompatibilidad propios del sexo
masculino como los antigenos H-Y codificados por el cromosoma Y. No obstante,
este riesgo se contrabalancea por el beneficio aumentado del efecto injerto vs
tumor, debido a que los antigenos H-Y pueden expresarse también en las células
tumorales. Este concepto es particularmente importante en el contexto de los 2
trasplantes alo-idénticos relacionados del estudio, debido a que la diana de las
células T alorreactivas son los antigenos de histocompatibilidad menor. En los 2
casos alo-idénticos de esta investigacion, al menos hasta el dia +30 no se presento
EIVH.83

El impacto adverso de esta incompatibilidad antigénica menor podria incrementar
en los trasplantes haploidénticos, per se, la incompatibilidad mayor en el 50% de
los alelos de HLA.

Los 2 receptores masculinos restantes de esta investigacion, que fueron casos
haploidénticos de donadores maternos, presentaron EIVH aguda.

Por lo anterior descrito, en caso de pacientes hombres receptores con enfermedad
maligna de alto riesgo, se podria contemplar la preferencia donadores de sexo
femenino, sobre todo, si el condicionamiento fue de intensidad reducida, a
sabiendas de que tendran un mayor riesgo de EIVH.%

Por su parte, en el contexto de donadoras femeninas idénticas relacionadas con
receptores masculinos, se deberia contemplar la deplecion de células T en injertos
no depletados ex vivo de estas células. En el caso de trasplante haploidéntico para
receptores masculinos, con deplecion rutinaria T in vivo con PTCy, la primera

eleccion debe ser donador masculino sobre femenino, pues aun con la deplecion in
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vivo de células T, se ha demostrado que la sobrevida es menor para los receptores
hombres que recibieron injertos de donadoras femeninas.®®

En contraste con lo mencionado, otros estudios han mostrado que, en caso de
receptores jovenes, incluyendo nifios, el riesgo de recaida y sobrevida posterior al
trasplante no asociado a recaida es menor en caso de que se utilice injerto materno
sobre paterno, eso si, depletado de células T ex vivo, para receptores hijos
masculinos o femeninas.®®

Estos resultados controversiales, sugieren que la relacidon madre-hijos, supera la
relacion donadora femenino-receptor masculino, con respecto a la influencia
positiva sobre los resultados del trasplante. No hay evidencia que sostenga esta
afirmacién para los injertos de los pacientes de este estudio, pues ninguno tenia
deplecién de células T ex vivo.

Con respecto al parentesco en el caso de los trasplantes haploidénticos, se ha
demostrado un beneficio mayor en cuanto a la sobrevida posterior al trasplante,
menor riesgo de recaida y de fallo del injerto, con donadores hermanos o
descendientes del paciente, que con injertos de padres, sin importar si el injerto es
materno o paterno.®2 Aunado a esto, es preferible el injerto de hermano mismatched
para los antigenos maternos no heredados (NIMA por sus siglas en inglés), que el
injerto mismatched para los antigenos paternos no heredados (NIPA por sus siglas
en inglés). Esto ultimo debido a que en caso de NIMA mismatched, existe un
precedente de inmunotolerancia por parte del receptor, desarrollado durante la
gestacidn y lactancia hacia los antigenos maternos no heredados.®' Este fenémeno
se describié por primera vez en trasplantados renales, donde donadores NIMA
mismatched tuvieron una sobrevida del injerto similar a los donadores HLA
idénticos.®”

En caso de elegir a alguno de los padres como donadores, es preferible la madre
en caso de injertos depletados de células T ex vivo. El padre es el donador de
preferencia cuando se trata de injertos sin deplecion de células T.6
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Con base en la evidencia descrita, se procedié a elegir en 3 de los casos
haploidénticos del estudio a donadores hermanos para dos de los pacientes, y a un
donador hijo para el otro paciente. Los dos casos haploidénticos restantes recibieron
injertos maternos, uno de ellos no tenia la posibilidad de recibir injerto de hermanos,
puesto era unico hijo, ni posibilidad de recibir injerto paterno. En el otro caso, aunque
se pudo haber contemplado el padre como donador, se prefirid a la madre puesto
que el diagndstico del paciente era LLA-IKZF1 con enfermedad minima residual
detectable; en este sentido se buscé aumentar efecto injerto contra leucemia, en el
sentido de injerto femenino versus masculino. Los casos que recibieron injerto de
hermanos, en realidad, fueron medios hermanos por parte materna, es decir, la
compatibilidad es igual a NIPA mismatched (IMA/NIPA).

Régimen de condicionamiento y profilaxis enfermedad injerto vs huésped

Se ha demostrado que para las LMA, existe evidencia de no superioridad de MAC
+ TBI sobre MAC sin TBI. Incluso para receptores en los cuales exista un riesgo alto
por la toxicidad de los farmacos mieloablativos, se ha documentado que el RIC no
genera mayor riesgo de recaida en comparacion con MAC. Sin embargo, en el caso
de LLA, internacionalmente se prefiere la utilizacion de MAC, debido al riesgo alto
de recaida que tienen los pacientes con este diagndstico.®®

La TBI es fundamental dentro del protocolo, pues alcanza sitios anatomicos de
inmuno-privilegio o de inmunidad santuario que son resistentes a las terapias
citotéxicas. No obstante, también hay evidencia de que el uso de un MAC sin TBI,
no es inferior a la administracion de MAC + TBI. Sin embargo, en definitiva para
LLA, la preferencia seria utilizar MAC.%°

Con el propdsito de reducir el riesgo de EIVH en los trasplantes haploidénticos, se
han desarrollado estrategias para disminuir la cantidad de células T en el injerto, ya
sea ex vivo o in vivo. La deplecidn de células T previo al trasplante es una estrategia
que no es posible realizarla en nuestro pais. Ademas, en caso de que a futuro se
tenga esta posibilidad, debera tomarse en cuenta que la deplecién de células T
previo al trasplante, conlleva un riesgo mayor de fallo del injerto, mayores
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infecciones virales y un efecto versus leucemia reducido, aumentando el riesgo de
recaidas de la enfermedad maligna.”®"2

En este sentido, se han desarrollado métodos novedosos para lograr disminucion
de células T. La infusion de células T junto con células T reguladoras, la deplecion
selectiva de linfocitos T a3 en conjunto con deplecion de CD19* para evitar la EIVH
y el desarrollo de sindromes linfoproliferativos posterior al trasplante asociados a
virus de Epstein Barr, respectivamente, y conservacion de los linfocitos T yd y NK,
que a su vez promueven control de infecciones oportunistas y ejercen un efecto de
tumor vs leucemia sin inducir EIVH; son algunas de las principales estrategias para
depletar de células T a los injertos haploidénticos en el periodo pre trasplante sin
generar los efectos no deseados de esta deplecion.”>74

Estas técnicas hacen aun mas costoso y dificil ejecutarlas en Costa Rica, por lo
tanto, los 5 casos haploidénticos de este estudio recibieron injertos repletos de
células T, y la deplecion se realizé in vivo mediante altas dosis de ciclofosfamida
posterior al trasplante (PTCy por sus siglas en inglés) en 4 casos y en 1 caso
mediante ATG de conejo.

En el contexto de trasplantes haploidénticos cuyos injertos no son depletados de
células T, se han planteado tres plataformas principales de deplecion de estas
células: terapias basadas en ATG unicamente, terapias basadas en PTCy, y una
tercera plataforma que ha tomado fuerza en los ultimos afios que combina ambos
farmacos.

La deplecion T con ATG es la mas antigua en utilizarse, sin embargo, ha
demostrado un mayor riesgo de EIVH en comparacion con PTCy, principalmente en
los injertos de sangre periférica. En el caso de los injertos de médula ésea, el riesgo
de EIVH es menor que los de sangre periférica, pero siempre continua
representando un mayor riesgo con ATG que con PTCy. Lo mismo se ha descrito
para la mortalidad no asociada a recaida (ver cuadro 7). Lo anterior, en el contexto
de condicionamientos mieloablativos; por lo tanto, podria haber un riesgo aun mayor
de EIVH y falla del injerto con condicionamientos de intensidad reducida.

Ademas, la ATG ha mostrado un riesgo mayor en la replicacion de CMV y VEB.”
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Cuadro 7: Probabilidad de EIVH aguda, cronica y de mortalidad no asociada a recaida segun
fuente del injerto y terapia de deplecion de células T, en condicionamientos mieloablativos

Terapia deplecion | EIVH aguda llI-IV EIVH crénica Mortalidad no

células T del moderada-severa asociada a
injerto recaida

Basado en ATG

PBSC 17% 41% 30%

MO 5% 17% 36%

Basado en PTCy

PBSC 7.5% 20% 17%

MO 3% 16% 14%

Abreviaturas: EIVH enfermedad injerto vs huésped, PBSC células madre de sangre periférica, MO
médula 6sea, ATG anti-timoglobulina, PTCy ciclofosfamida post trasplante.
Modificado de 7

A pesar de que el injerto de neutrofilos y plaquetas ocurre de manera mas temprana
con la administracion de ATG, la deplecién T con PTCy ha evidenciado una menor
incidencia de EIVH, mejor sobrevida libre de enfermedad, menor recaida de la
leucemia y una menor mortalidad no asociada a recaida, que la administracion de
ATG, en el contexto de trasplante haploidéntico.’”

Ninguno de los casos haploidénticos, recibio la combinacion de ambos farmacos
(ATG + PTCy). Se ha hipotetizado que esta combinacién minimiza el riesgo de EIVH
sin afectar el injerto ni las tasas de recaida, principalmente cuando la fuente del
injerto es PBSC.

Recientemente, Queralt Salas et al., publicaron un estudio con 271 pacientes con
LMA principalmente, pero también LLA, condicionados con Flu/Bu, de intensidad
reducida, trasplantados con injertos alogénicos de diversas compatibilidades de
HLA, entre ellos idénticos relacionados, idénticos no relacionados y haploidénticos,
cuya deplecion de células T del injerto y profilaxis de EIVH en el total de los
pacientes fue ATG (0.5 mg/kg dia -3 y 2 mg/Kg dia -2 y -1) + PTCy (50 mg/Kg/dia
el +3 y +4), ademas de ciclosporina (2.5 mg/Kg IV cada 12 horas) a partir del dia
+5, trasladada posteriormente a via oral. No se utilizé micofenolato ni tacrolimus.
Pese a que resultdé en menor tasa de EIVH, que de paso no fue significativa, si hubo
un incremento importante de replicaciones por CMV, VEB, consecuentemente de
sindrome linfoproliferativo post trasplante, ademas de un aumento importante de

cistitis hemorragicas por virus BK. 23 pacientes tuvieron falla del injerto, de los
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cuales, fallecieron 17. Dado el incremento de eventos desafortunados, los
investigadores propusieron al final del estudio, disminuir la dosis de ATG de un total
de 4.5 mga2mg.’®

Contrastando los resultados anteriores, Xiaogian Xu et al. Documentaron en un
estudio en Shangai, China que la combinacion de ATG (2.5/mg/Kg dia -2y -1) +
PTCy (50 mg/Kg/dia unicamente el +3) como terapia depletora de células T, ademas
de la profilaxis con micofenolato + ciclosporina desde el dia +4, sin metotrexate,
presentd una menor incidencia de EIVH II-IV hasta el dia +180 que el grupo que
recibio ATG sin PTCy (2.5 mg/kg del dia -4 al -1) + ciclosporina desde el dia -5 +
mtx el +1, +3 'y +6 (17% vs 40% respectivamente). No se mostraron diferencias en
el dia de injerto de neutréfilos ni plaquetas en ambos grupos; hubo menor
replicacion de CMV y VEB para el grupo combinado y ademas menor mortalidad no
asociada a recaida. Solo hubo 1 caso de falla primaria del injerto en cada grupo y
falla secundaria unicamente dos casos en el grupo combinado. Pese a que este
estudio mostré ser mas alentador para el uso de ATG+PTCy a bajas dosis, debe
tomarse en cuenta que todos los injertos utilizados de fuente periférica, estaban
combinados con 1 unidad de corddn. Esta situacion podria generar una mejor
tolerancia inmune y evitar notar si el beneficio en la disminucion del riesgo de EIVH
es por la mezcla con cordon umbilical o realmente por la combinacion de los dos
farmacos.”

Los dos casos de HLA-idéntico no recibieron deplecion de células T. Lo cual
favorecio un injerto de neutrofilos y plaquetas mas rapido que los haploidénticos,
con excepcion del paciente 06 que injertd el dia +12; sin embargo; pese a que el
condicionamiento no fue distinto significativamente del resto de los casos
haploidénticos, fue el unico que no recibi6 PTCy. Con la evidencia descrita
anteriormente, posiblemente un factor fundamental en que el paciente 06
presentara el dia de injerto mas temprano, fue la utilizacion de ATG en lugar de
PTCy.

Con respecto a la deplecidn T posterior al trasplante para los casos alo-idénticos

relacionados >18 afos, hay evidencia que en caso de utilizarse, disminuye la
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incidencia de EIVH crénica sin afectar el beneficio del efecto injerto vs tumor, ya
que, hipotéticamente y sin conocer la razon, los linfocitos T que realizan este efecto
poseen una resistencia intrinseca a la PTCy,® y en el caso particular de la ATG, no
ha mostrado disminuir el efecto T versus tumor, si la dosis total administrada no
supera los 6 mg/Kg en el contexto de condicionamiento de intensidad reducida.®’
Inicialmente la deplecién de células T con PTCy en los trasplantes alogénicos
idénticos relacionados se implementd para no utilizar inhibidor de calcineurina como
profilaxis de EIVH, y evitar restar efecto T versus tumor; no obstante, la incidencia
en los estudios clinicos de EIVH cronica sin el inhibidor de calcineurina fue de 45-
50%, a pesar de la utilizacién de condicionamiento mieloablativo.8? Entre PTCy y
ATG, este ultimo farmaco mostré menos incidencia de EIVH crénica, para el caso
particular de HLA-idénticos relacionados.®® Sin embargo, dado que se ha
demostrado que el riesgo de EIVH es muy alto sin la utilizacion de un inhibidor de
calcineurina en los alo-génicos idénticos que reciben PTCy para depletar células T,
se planteé administrar PTCy (50 mg/m? IV del +3 al +4) + ATG (2.5 mg/Kg/dia IV
del -3 al -2) sin Mtx ni CSA, y compararlo contra Mtx + CSA. Se evidencio que el
grupo de PTCy + ATG sélo disminuyo la EIVH créonica mas no la aguda. Ademas
aumento la replicacion de CMV vy el riesgo de recaida, a diferencia que el grupo que
recibio Mtx + CSA. .8

Tal como se mostro en los graficos descriptivos de las lineas celulares del
hemograma segun el tipo de condicionamiento en los pacientes de este estudio, se
ha evidenciado que el uso de PTCy retrasa la reconstitucion de plaquetas. El mismo
fendmeno se ha descrito para los leucocitos.

La reconstitucion temprana en la cantidad absoluta de monocitos, neutrofilos,
eosindfilos, hemoglobina y plaquetas del unico paciente haploidéntico que recibio
ATG, ya ha sido documentada en otros estudios, en comparacion con PTCy. En
cuanto a la reconstitucién de linfocitos entre ambos farmacos, hasta el momento,
hay evidencia limitada para evaluar cual farmaco permite una mejor reconstitucion

de linfocitos.8®
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Sero-estatus de CMV receptor/donador

No hay evidencia suficiente a la fecha que permita realizar recomendaciones sobre
la eleccion del donador haploidéntico, con base en el estatus serologico de CMV.
Diversos estudios han mostrado resultados controversiales. Solomon et al., en un
estudio reciente del 2018, encontraron que el donador haploidéntico con estatus
seroldgico negativo se asociaba con una menor sobrevida. Por otra parte, el efecto
beneficioso para evitar reactivaciones del virus, al usar injertos de donadores
seropositivos por CMV, se limit6 al grupo de receptores también seropositivos.
Este hallazgo ya habia sido previamente descrito por otros estudios en el 2009 y
20148688

Sin embargo, a pesar de lo anterior descrito, Simone Cesaro et al., describieron en
el 2018, en un estudio de 983 pacientes, que no hay diferencia en la sobrevida a los
12 meses posterior al trasplante, independientemente si se utilice un donador
haploidéntico seropositivo o seronegativo para receptores seropositivos (55.1% vs
55.7% respectivamente).®®

Este hallazgo ya ha sido descrito en trasplante de 6rganos sélidos, en donde el
riesgo de replicacion viral para donadores seropositivos o seronegativos es el
mismo (15-20%) en caso de receptores seropositivos.®

Subpoblaciones linfocitarias contenidas en el injerto segun la edad del
donador

Hasta la fecha, la evidencia cientifica no ofrece una cifra 6ptima de la cantidad
absoluta de linfocitos que deberian contener los injertos.

Existe evidencia de que la edad de los donadores es inversamente proporcional con
la cantidad de linfocitos contenidos en los injertos. Esta situacion es esperable
porque a menor edad, hay una mayor produccion de linfocitos T maduros debido a
la presencia del timo, también de células NK y de células B.%"
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No obstante, no todos los estudios son homogéneos. Por ejemplo, se ha
documentado incluso que en los donadores <30 anos de edad, solamente un 53%
tienen aumento de células T por arriba a la media, mientras que el 47% se considero
un ndmero inferior de células T.%?

No hay un numero apropiado de donadores en esta investigacion para afirmar si a
menor edad, hay relacion significativa con un mayor numero de subpoblaciones
linfocitarias contenidas en el injerto; sin embargo, la tendencia observada es que la
cantidad de linfocitos del injerto es inversamente proporcional a la edad del donador;
siendo los donadores <30 afos los que tienen la mayor cantidad de linfocitos. Es de
esperar, que a mayor cantidad de linfocitos contenidos en los injertos, sea mayor la
cantidad de cada subpoblacién por kilogramo de peso que reciba el receptor, para
un peso promedio adulto.

El conteo de CD34", también mostré tendencia a ser inversamente proporcional a
la edad. Todos los pacientes recibieron la misma dosis por kilogramo de peso de G-
CSF para la movilizacion periférica, durante 4-5 dias (10 mcg/Kg/dia). Sin embargo,
el donador de menor edad recibié el 50% de la dosis que recibieron el resto de los
pacientes. Esto podria explicar el porqué este donador representd el menor numero
de CD34*/Kg. Este hallazgo ha sido documentado en otros estudios, en donde la
edad del donador ha sido el unico factor que correlaciona inversamente con la
cantidad de CD34". No se ha mostrado esta asociacion ni con el sexo, peso ni indice
de masa corporal de los donadores.®?

Sin embargo, al igual que las subpoblaciones linfocitarias, el tamafio de la muestra
de donadores limita el establecimiento de una asociacion significativa en este

estudio.

Células CD34* y CD3" del injerto

Se ha demostrado, tal como se observo en este estudio, que a mayor cantidad de
CD3*/Kg receptor, existe una mayor riesgo acumulado de EIVH para pacientes con
condicionamiento de intensidad reducida. Sin embargo, no existe un numero
consensuado en la literatura que establezca el riesgo a partir de esa cifra, la cual es

heterogénea entre los distintos estudios. Hay reportes de mayor EIVH con cifras
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>347 x108/Kg;%-9° sin embargo en otros reportes este riesgo se ha observado con
CD3*>299 x108/Kg.%

Como se menciond, en este estudio se documentd que los casos haploidénticos con
EIVH recibieron >305 x108/Kg. El Unico caso con EIVH que recibié una cantidad de
células T menor a esta cifra, fue el injerto del donador pediatrico de 9 afos. Esto
podria explicarse debido a que los niflos poseen una cantidad menor de células T
reguladoras que los adultos, generando un menor efecto regulador sobre las células
T efectoras.¥”

Empero a este hallazgo, definitivamente estudios a posteriori en la UTMO del HSJD,
permitiria establecer una cifra de corte significativa que afirme esta observacion,
con un mayor numero de muestras.

En cuanto respecta a la cantidad de CD3" del injerto y su correlacion con la
sobrevida libre de recaida, existen resultados controversiales, sin embargo, el
seguimiento de esta investigacion al dia +30 no permite establecer este parametro.
Se ha descrito que a menor cantidad de CD34* x10%Kg, existe una mayor
posibilidad de desarrollo de EIVH severa (lll o IV). El conteo entre 8-10 CD34*
x108/Kg, con una cifra de mayor seguridad en 8 x108/Kg parece ser un factor
protector contra EIVH severa. Valores por arriba o por debajo de esta media,
parecen anular este factor de proteccion. Esta evidencia es congruente con los

hallazgos en esta investigacion.%>%

Subpoblaciones linfocitarias contenidas en el injerto

Se ha descrito que a mayor cantidad de CD4* existe una mayor posibilidad de EIVH
cronica mas que aguda.®

En este sentido, sera importante que para los pacientes 1, 2, 3y 4 se tenga presente
que eventualmente podrian presentar un mayor riesgo de EIVH cronica, pues estos
casos recibieron una cantidad de CD4* por arriba de la media, reafirmando este
hallazgo con relaciones CD4*/CD8" aumentadas para los 4 casos. Esta descripcion
es importante principalmente para los pacientes alo-idénticos, que no recibieron

deplecién de células T.
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Por su parte, la evidencia existente que correlaciona el conteo de linfocitos CD8* del
injerto con EIVH, es debatida. Mohty et al. Describié que a un conteo mayor de 143
x108/Kg de CD8*, existia mayor EIVH aguda grado Il o IV."% Sin embargo otros
estudios han mostrado que la cantidad aumentada de CD8* no correlaciona con
EIVH aguda pero si con una mejor sobrevida libre de recaida gracias al efecto injerto
vs leucemia, en el contexto de utilizacion de esquemas de condicionamiento de
intensidad reducida. Este factor prondstico en la sobrevida, no ha mostrado tener
impacto con esquemas mieloablativos.®?

Finalmente, es importante tomar en cuenta la relacion CD4/CD8 de los injertos, pues
relaciones aumentadas traducen una mayor cantidad de CD4* que implicaria mayor
riesgo de EIVH croénica, asi como una menor cantidad de CD8*, que implicaria
mayor riesgo de recaida por un efecto de injerto vs leucemia ineficaz.®

Se ha establecido que los donadores con mayor cantidad de linfocitos CD8* en
sangre periférica, poseen mayor cantidad de linfocitos CD8" en el injerto. También
se ha encontrado que donadores con mayor cantidad de linfocitos CD4* y mayor
relacién CD4/CD8 en sangre periférica, donan menor cantidad de linfocitos CD8*.92
La relacion CD4/CD8 también se ha utilizado como marcador predictor de EIVH en
trasplantes haploidénticos entre los 15-60 afios, con esquemas de intensidad
reducida. A mayor relaciéon, mas riesgo. En este sentido, se ha planteado la
utilizacion de dosis bajas de metilprednisolona, del dia +5 al +30, ademas de las
terapias convencionales para deplecion de células T y los farmacos usuales para
profilaxis de EIVH. Con la implementacion de este esquema se observd una
incidencia de EIVH en un 21% en el grupo que recibio esteroides versus 48% en el
grupo que no recibid. La incidencia de infecciones virales, bacterianas y fungicas

fue similar en ambos grupos.’?’

En casos como los pacientes haploidénticos 4 y 7; que mostraron una relacién
CD4/CD8 aumentada, puede valorarse a futuro la administracion de dosis bajas de
metilprednisolona. El caso 4 no presento EIVH al dia +30, a diferencia del paciente
7.
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Por otra parte, se ha descrito que ha mayor cantidad de células B contenidas en el
injerto existe un mayor riesgo de EIVH. Este hecho es esperable por la funcion de
presentacion antigénica que tienen estos linfocitos. El uso de G-CSF durante la fase
de movilizacion en los donadores, ha mostrado generar un fenotipo activado de
células B. Los trasplantes alo-idénticos, no escapan de esta realidad, debido a que
los linfocitos B pueden presentar antigenos HLA menores.®

Las células NK del injerto, incrementan la actividad antitumor y favorecen la
implantacion, razén por la cual, se prefiere conservarlas en los casos de deplecion
de linfocitos ex vivo. Contrario a lo que se describia anteriormente, se ha
demostrado segun evidencia reciente que las células NK favorecen un efecto
regulador en el injerto y es un factor protector de EIVH. Ademas de que su actividad
antiviral, es conocida y beneficiosa en el contexto de un paciente depletado de
células T. 9898102

Esto podria explicar por qué el unico caso haploidéntico del estudio que no presenté

EIVH, fue el que recibié mayor cantidad de NK contenidas en el injerto

Células CD34*/Kg versus reconstitucion de lineas celulares del hemograma

Se ha documentado que valores muy elevados de CD34%/Kg, usualmente >11
x108/Kg, inciden en una menor sobrevida, mayor riesgo de recaida y pobre
implatancién.'03

Por lo tanto, un valor aceptable en la literatura de células madre, que se ha
relacionado con resultados favorables en cuanto a la reconstitucion de las lineas
celulares para los trasplantes alogénicos con fuente PBSC, es entre 5-10 x10%/Kg,
como rango ideal, y como minimo aceptable 2 x108/Kg. Esto se cumplié en los 7
pacientes del estudio.

Las lineas celulares de plaquetas y leucocitos posterior al trasplante, poseen una
reconstitucion proporcional a la dosis de CD34*/Kg recibida, siempre que se halle
dentro del rango de seguridad establecido, descrito anteriormente. Esta relacion no

ha sido descrita para hemoglobina.%
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En esta investigacion, los leucocitos a la semana 4 posterior al trasplante
correlacionaron proporcionalmente con la dosis recibida de CD34*/Kg, de manera
significativa. La relacion fue inversa para el conteo de plaquetas. Posiblemente se
requiera de valorar este parametro mas alla de la semana 4, con el fin de confirmar

lo descrito en la literatura.

Subpoblaciones linfocitarias del injerto versus periféricas al dia +30 post
trasplante

Ademas de las distintas implicaciones que tienen las células T contenidas en el
injerto, tanto CD8" como CD4", ya discutidas con anterioridad; se ha encontrado
que estas células favorecen a la implantacion de las células madre
hematopoyéticas, permitiendo una mejor reconstitucion, posterior al trasplante, de
distintas lineas celulares, incluyendo las propias células T. Los mecanismos
inmunologicos que explican este hecho, no son completamente entendidos; sin
embargo, algunas propuestas fisiopatolégicas son que las células T del injerto
eliminan células madre del receptor, residuales al condicionamiento, permitiendo un
mejor injerto de las células madre receptoras. También permite la diferenciacion de
las células madre a través de respuestas de IFN gamma, eliminan células T
residuales del receptor, disminuyendo asi la probabilidad de fallo del injerto y
ademas estimula a células estromales de la médula para que aumente la produccion
de CXCL12; a su vez, esta quimiocina permite una mayor atraccion de las células
madre recién infundidas hacia la médula receptora. Estos mecanismos
favorecedores de la implantacién, no han sido descritos para los linfocitos NK ni
linfocitos B.105

Respecto a este punto, esta investigacion comprob6é que a mayor cantidad de
células T en el injerto hay una tendencia de elevacion de linfocitos T en sangre
periférica a la cuarta semana del trasplante; hecho que podria ser explicado por lo
anterior descrito. No se determiné si este hallazgo correlaciona para hemoglobina 'y

plaquetas.
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Con respecto a la utilidad de cuantificar linfocitos T CD3* mediante el marcador
HLA-DR*, se ha demostrado en un estudio clinico reciente en 47 pacientes
sometidos a trasplante alogénico, que es un buen marcador para la prediccion de
EIVH aguda asi como de replicaciones virales, con una media >74% de CD3"HLA-
DR*. 106

La media de linfocitos T activados en esta investigacion fue precisamente de 74%
en la semana 3 de seguimiento, periodo en el que precisamente iniciaron las
replicaciones virales y la EIVH cutanea en los 4 casos haploidénticos que la
presentaron. Por lo tanto, este marcador podria utilizarse como predictor de estas
complicaciones en la UTMO del HSJD.

Citoquinas

Los estudios clinicos son muy heterogéneos en cuanto a los niveles plasmaticos de
estos péptidos en el contexto del trasplante. Por lo tanto, no se han establecido
rangos oficiales de referencia ni mucho menos niveles optimos para los pacientes
trasplantados. Es por esta razon, que hasta la fecha, a pesar de que existen
descripciones de las citoquinas en los distintos escenarios del trasplante, no hay un
consenso que valide la determinacion rutinaria de citoquinas para la toma de
decisiones clinicas y terapeuticas.'%”

A pesar de que se ha mostrado en algunos estudios, correlacion del IFN gamma'y
TNFa con EIVH, infecciones, sindrome de disfuncion endotelial, entre otros; se ha
mostrado que la gran mayoria de pacientes durante el primer mes del trasplante
tienen niveles muy bajos de estas dos citoquinas, incluso indetectables en el 80%
de los casos. Esta limitacion, ha generado la recomendacion, de que se determine
incluso el receptor soluble de TNF (sTNF-r1) antes que el TNFa como tal.08-10%
Esto podria obedecer a que la fuente principal de estas citoquinas Th1, dependen
de la cantidad de linfocitos T, y en el contexto de la deplecién T de los pacientes
trasplantados, puede afectarse la concentracion en plasma. El mismo fendmeno es

descrito para la IL-2 e IL-4.
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Eventualmente las células T del donador contenidas en los injertos, podrian
favorecer la deteccion de estas citoquinas en las muestras de plasma, después del
dia 0 y antes del dia +3, en el cual inicia la administracién de PTCy; no obstante,
para determinar estas 4 citoquinas; el periodo del pre-condicionamiento seria el
momento ideal; pues se ha demostrado que el condicionamiento per se, genera
profundas depleciones en los niveles de citoquinas, encontrandose incluso niveles
de citoquinas >15 pg/mL uUnicamente en un 15% de las muestras. Ademas se
encontré que estas citoquinas son muy labiles a los cambios de temperatura y
sufren una rapida degradacion durante la manipulacion de las muestras.'°

Esta evidencia es congruente con lo encontrado en este estudio, en donde los
niveles de IL-2, IL-4, TNFa e IFNgamma fueron cerca del limite inferior de deteccion
y ademas, no se mostro que presentaran cambios evidentes en los intervalos
descritos para el IC 95%.

Por lo tanto, no se encontr¢ utilidad en determinar IFN gamma, TNFa, IL-2 ni IL-4
en los pacientes del estudio, pues sus tendencias de media son muy similares a
pesar de la presentacion de complicaciones inflamatorias concomitentes a las
determinaciones. No se planted realizar la determinacidn de estas citoquinas antes
del condicionamiento, pues el objetivo principal era establecer una correlacion con
las complicaciones inflamatorias ocurridas en el post-trasplante.

Para futuros estudios, podria contemplarse la determinaciéon IL-2 e IL-4 para
caracterizar mejor su cinética, en una muestra mayor de pacientes. Por el contrario,
IFN gamma y TNFa, por su naturaleza de degradacion rapida, no tiene utilidad su
determinacion.

En el caso de la IL-6, se ha argumentado, que es un buen parametro para
correlacionar con las distintas complicaciones inflamatorias del trasplante,
principalmente como marcador predictivo de EIVH y de replicacion viral por HHSV-
6. Ademas, esta interleucina posee una estabilidad plasmatica adecuada, a
diferencia de las otras, incluso en pleno nadir de la aplasia. Se ha establecido que
principalmente a la semana 1 posterior al trasplante, presenta su pico mas elevado,

correlacionando con distintos eventos inflamatorios ocurridos para ese momento.'""
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Un estudio clinico de 166 pacientes de alo-trasplante, con PTCy, demostré de
manera significativa que los casos con una IL >16.5 pg/mL en la semana 1 posterior
al trasplante, se asociaron a una mayor incidencia y severidad de EIVH hasta el dia
+100."12

Este estudio es acorde con lo descrito, puesto que se evidencid en los resultados.
que la semana 1 posterior al trasplante, es un punto en el tiempo fundamental;
debido a que presenta la mayor cantidad de complicaciones asociadas al nadir, en
el contexto de los niveles mas altos IL-6, en comparacion con las otras
determinaciones. La IL-6 parece ser un marcador util para prediccion de EIVH
aguda. De los 4 casos que presentaron EIVH al dia +30 en esta investigacion, 3
tenian IL-6 > 16.5 pg/mL en la semana 1 (dia +7). Ambos casos alogénicos idénticos
tenian niveles de IL-6 > 16.5 pg/mL (29,4 y 34.1 pg/mL). Ante la ausencia de EIVH
para esos pacientes al dia +30; seria beneficioso detallar mas adelante si
presentaron esta complicacién del dia +30 al +100.

Eventualmente, podria establecerse un punto de corte propio de IL-6 para que sea
utilizado como predictor de EIVH en el HSJD; sin embargo, se necesitaria un mayor
tamano de la muestra.

Finalmente, la IL-10, mostrd el nivel mas alto una semana posterior a la elevaciéon
maxima de IL-6; reforzando el concepto de inmunoregulacion posterior al
desencadenante inflamatorio. Este hallazgo, ya ha sido descrito en otros estudios

clinicos.!3
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Debido al tamafio pequeino de la muestra, el numero de casos se debe

aumentar para mejorar el analisis de los datos.

Caracteristicas generales epidemiolégicas y clinicas

. Los pacientes menores de 18 anos de edad, independientemente de la

compatibilidad de HLA del donador; el injerto de médula 6sea debe ser

considerado antes que células madre de recoleccion periférica.

No fue posible establecer por el periodo corto de seguimiento de los
pacientes, si la reconstitucion inmune correlaciona positivamente con los

donadores de menor edad.

En los trasplantes alogénicos idénticos relacionados, debe preferirse un
donador de sexo masculino sobre femenino para los receptores masculinos.
En caso de utilizarse donadoras femeninas, debe considerarse la
administracion de PTCy o ATG.

En el caso de los trasplantes haploidénticos, dado que en Costa Rica no
existe la posibilidad de deplecion ex vivo de células T de los injertos, se debe
preferir el donador paterno antes que el materno. No obstante, el donador
hermano(a) haploidéntico, debera considerarse antes que el injerto de los

padres.

Dos de los casos del estudio recibieron injerto materno. Un caso por la
imposibilidad de utilizar el injerto paterno, y el otro caso por ser considerado
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con enfermedad maligna de alto riesgo; con el propdsito de incrementar el

efecto injerto vs tumor, en el contexto de haberse utilizado RIC.

Los dos casos haploidénticos que recibieron injerto de hermanos, fueron
casos de medios hermanos maternos; que se comportan como NIPA
mismatched. No se eligieron hermanos (as) NIMA mismatched, por la
ausencia de los mismos. Se destaca que en el proceso de eleccién del
donador haploidéntico, como primera eleccion deben ser hermanos o hijos
de los pacientes.

Régimen de condicionamiento y profilaxis enfermedad injerto vs huésped

7.

8.

Se requiere con prioridad, contemplar la inclusién de TBI en Costa Rica,
especialmente para los condicionamientos de las LLA. Sin embargo, se
considera que es mas factible introducir primeramente farmacos que

permitan ser usados como MAC, como el busulfan y el tiotepa intravenosos.

Aun falta evidencia para implementar en el programa de la UTMO del HSJD,
la combinacion de ATG + PTCy a bajas dosis como terapias depletoras de
células T en los trasplantes haploidénticos. En caso de que se implemente
en algun momento, las dosis de ambos farmacos deben ser menores a que
si se administraran por separados y siempre en el contexto de PBSC, pues
en los injertos de médula ésea, aumentan la posibilidad de falla primaria del

injerto.

En los protocolos de condicionamiento de los trasplantes alogénicos
idénticos relacionados, podria utilizarse deplecion de células T en los casos
de alto riesgo de EIVH, como en RIC con fuente PBSC y en el contexto de
donador femenino a receptor masculino. La mejor evidencia es con ATG,
pues hay menor riesgo de EIVH cronica que con PTCy. Ademas, la
ciclofosfamida ya es utilizada como parte del condicionamiento en los
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trasplantes idénticos. Hay mejor evidencia con el uso de ATG en
combinaciéon con Mix+CSA que la PTCy.

10.La reconstitucion de las lineas celulares del hemograma, fue mas lenta para
los trasplantes que utilizaron PTCy en comparacién con los que no la utilizan.
Entre PTCy y ATG, se observd una reconstitucion mas lenta para el primer
farmaco; sin embargo, no hay datos suficientes en este estudio ni en otros
internacionales, que sustenten que la reconstitucion de linfocitos sea mejor

con uno u otro farmaco.

Sero-estatus de CMV receptor/donador

11.Debe velarse para que tanto los receptores como donadores, posean el
estudio serologico por CMV previo al trasplante. El estatus serologico no
debe influenciar la decision de elegir el donador haploidéntico pero si podria
ayudar eventualmente a la estratificacion del riesgo en caso de receptores
seronegativos. Para receptores seropositivos, la evidencia mas reciente, no

ha demostrado que un donador seropositivo o0 seronegativo sea mejor.

Subpoblaciones linfocitarias contenidas en el injerto segun la edad del
donador

12. A menor edad del donador, se documenté una mayor cantidad de
subpoblaciones linfocitarias 'y células CD34* en el injerto,

predominantemente en donadores <30 anos.
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Células CD34* y CD3" del injerto

13.Se documentd que los casos haploidénticos con EIVH recibieron una
cantidad de linfocitos T CD3* > 305 x10%/Kg. Ante la ausencia de un
consenso internacional de cifras optimas de CD3*/Kg, la UTMO del HSJD,
debera establecer a futuro con un mayor numero de donadores, cual es el
corte estadisticamente significativo de linfocitos T que correlaciona con EIVH
y sobrevida libre de enfermedad.

14.Se evidencié de manera no significativa (p=0.46), una correlacion decreciente
entre la cantidad CD3*/Kg y CD34%/Kg. Es decir, no se debe asumir que a
mayor cantidad de CD34+ en el injerto, exista mayor cantidad de CD3*.
Se recomienda determinar en los injertos, la cantidad de ambas células para

establecer distintos escenarios clinicos.

Subpoblaciones linfocitarias contenidas en el injerto

15.Para el dia +30, no se encontrd que los casos que recibieron mayor cantidad
de CD8%/Kg, tuvieran mas EIVH. No obstante, para determinar si hay
correlacion, se debera aumentar la muestra del estudio y dar un seguimiento
al menos hasta el dia +100, al igual para documentar si estas células tienen
un impacto en la sobrevida libre de enfermedad, en el contexto de utilizacién
de RIC.

16.Aunque en esta investigacion no se determinaron subpoblaciones
linfocitarias en sangre periférica de los donadores; podria ser un estudio que
se solicite de rutina en el HSJD a los donadores candidatos; y de ser posible,
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elegir el donador con mayor cantidad de CD8", por la asociacién de este

parametro con una mejor sobrevida libre de recaida.

17.En el caso de pacientes haploidénticos y RIC, con relaciones CD4/CD8
aumentadas, podria plantearse la administracion de metilprednisolona IV en
la UTMO del HSJD, con el siguiente esquema: 0.5 mg/Kg/d del +5 al +12,
0.25 mg/Kg/dia del +13 al +22, 0.125 mg/kg/dia del +22 al +30. El valor
exacto de la relacion CD4/CD8 con el cual se tome la decisién de
implementar el esquema o no, debera definirse posteriormente segun la

incidencia de EIVH en un numero mayor de casos.

18.Los pacientes con mayor cantidad de CD19* contenidos en el injerto,
mostraron mayor grado de EIVH cutanea.

19.Una cantidad mayor de NK en el injerto, parecio tener un efecto protector de
EIVH y una mejor actividad antiviral oportunista. Sin embargo, para
establecer un corte de cifra, se debera determinar a futuro con un mayor

numero de participantes.

Células CD34*/Kg versus reconstitucion de lineas celulares del hemograma

20.Se evidencié de manera no significativa (p=0.06), una correlacion creciente
entre la cantidad de CD34*/Kg del injerto y los leucocitos absolutos a la
semana 4 posterior al trasplante. Se podrian establecer correlaciones mas
soélidas entre las lineas del hemograma y la dosis de células madre, mas alla
del dia +30, pues para el primer mes la reconstituciéon celular es aun muy

pobre.

Subpoblaciones linfocitarias del injerto versus periféricas al dia +30 post
trasplante
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21.Se evidencido de manera significativa (p=0.04), una correlacion creciente
entre la cantidad de linfocitos T CD8* contenidos en el injerto y T CD8* en
sangre periférica, a la semana 4 posterior al trasplante. La correlacion fue
también creciente para las T CD4", pero de manera no significativa (p=0.10).
Este hallazgo no correlacion6 para las células NK. El valor de células T en el
injerto, podria correlacionarse en estudios futuros para otras lineas, como

glébulos rojos y plaquetas.

22. La determinacion de los linfocitos T CD3* HLA-DR* mostr6 el punto maximo
de la media (74%) en la semana 3, concomitante al inicio de EIVH vy
replicaciones virales. Este podria ser un marcador que se utilice de rutina en

la UTMO del HSJD, como predictor de las complicaciones mencionadas.

Citoquinas

23.Se requiere en definitiva un incremento del tamafo de la muestra para poder
realizar correlaciones entre los niveles de citoquinas y las complicaciones

inflamatorias del trasplante alogénico de células madre.

24.La determinacion de citoquinas durante el periodo peri-trasplante, no debe
influir la terapéutica brindada a los pacientes.

25.No se encontro utilidad en determinar IFN gamma, TNFa, IL-2 ni IL-4 en los
pacientes del estudio.

26.La IL-6 e IL-10 mostraron los mayores niveles plasmaticos al dia +7 y +14,
respectivamente, y se asociaron con las complicaciones tempranas

asociadas al trasplante.
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27.La IL-10, mostro el nivel mas alto una semana posterior a la elevaciéon
maxima de IL-6; reforzando el concepto de inmunoregulacion posterior al
desencadenante inflamatorio.

28.LaIL-6 es un marcador util a la semana 1 posterior al trasplante, para predecir
el riesgo de EIVH aguda y replicacién por HHSV-6. Los pacientes que
presentaron niveles >16.5 pg/mL, deben ser mas vigilados al respecto.
Podria establecerse en la UTMO del HSJD, un punto de corte propio, a futuro,
con una mayor muestra de pacientes.
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